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Description 

Domaine de I'invention 

[0001] La presente invention concerne une chambre 
de culture cellulaire et un bioreacteur la contenant pour 
la culture extracorporelle de cellules animales. 
[0002] L'invention concerne plus particulierement 
une chambre de culture cellulaire a au moins deux 
membranes planes filtrantes a seuil de coupure different 
delimitee par une enveloppe a axe de symetrie et un 
bioreacteur qui permet la culture de cellules animales 
dans ladite chambre de culture tout en regulant et con- 
trolant I'environnementdans lequel les cellules sont cul- 
tivees. 

[0003] La chambre de culture cellulaire et le bioreac- 
teur de l'invention pour la culture extracorporelle de cel- 
lules animales permettent la culture de cellules anima- 
les dans des conditions steriles. 
[0004] L'invention s'applique a la production de cellu- 
les animales comme par exemple les cellules hemato- 
poTetiques, les cellules hepatiques, les cellules de la 
peau (appelees les keratinocytes), les cellules de pan- 
creas, les cellules nerveuses organisees ou non en 
structure tissulaire dans un but therapeutique. 

Etat de la technique 

[0005] La transplantation d'organe, de tissus ou de 
cellules representant une avancee technologique medi- 
cale considerable, un vif interet economique s'est par 
consequent developpe pour la realisation de bioreac- 
teurs destines a la culture de cellules animales dans un 
but therapeutique soit en greffant lesdites cellules, soit 
en les utilisant dans des dispositifs externes interfaces 
avec le patient comme moyens palliatifs a une deficien- 
ce organique. 

[0006] Un inconvenient majeur des bioreacteurs ac- 
tuels destines a la culture des cellules eucaryotes reside 
dans le transfert de masse, c'est-a-dire le transfert de 
masse des nutriments etde I'oxygenedissousjusqu'aux 
cellules eucaryotes, du fait que ces cellules sont fragiles 
et qu'elles sont detruites par le stress mecanique gene- 
re par I'agitation du milieu pour I'aerer. 
[0007] Le brevet americain n° 6,048,721 decrit un bio- 
reacteur pour la croissance et le maintien ex vivo de cel- 
lules mammiferes. Dans ce bioreacteur, la chambre de 
culture discoTdale est delimitee par un lit planaire de cel- 
lules et une membrane permeable aux gaz et imper- 
meable au liquide. Le milieu nourricier perfuse dans le 
compartiment inferieur du bioreacteur se diffuse radia- 
lement et I'air insuffle dans le compartiment superieur 
oxygene le milieu. Selon le mode de fonctionnement de 
ce bioreacteur, le milieu charge des dechets generes 
par la culture des cellules part a I'egout. La recuperation 
des cellules apres culture se fait selon un traitement en- 
zymatique. Dans ce type de dispositif, I'epaisseur de la 
chambre de culture risque d'induire un gradient de pres- 



sion partielle en oxygene qui est peu adapte a une bon- 
ne viabilite cellulaire. 

[0008] L'inconvenient des bioreacteurs connus de 
Tart anterieur, par example celui decrit dans EP-A-0 1 55 

5 237, et destines a la culture des cellules eucaryotes re- 
side dans le fait que ces bioreacteurs fonctionnent en 
perfusion continue de leur chambre de culture, le flux 
du milieu nourricier n'est pas recupere et est directe- 
ment deverse a I'egout augmentant de fagon conse- 

10 quente le prix de revient de la culture. 

[0009] Or, pour la culture de cellules animales, telles 
que par exemple les cellules hematopoTetiques ou les 
cellules hepatiques, un flux nourricier riche en facteurs 
de croissance s'avere indispensable pour permettre la 

15 multiplication et la differenciation desdites cellules. Les- 
dits facteurs de croissance etant extremement couteux, 
le fonctionnement d'un bioreacteur ne permettant pas 
de recycler ces facteurs represente un cout financier 
considerable, incompatible dans I'optique d'une exploi- 

20 tation clinique. 

[0010] La presente invention a pour but de remedier 
a tous ces inconvenients. 

Objet de I'invention 

25 

[0011] Le but de la presente invention est de creer 
une chambre de culture et un bioreacteur pour la culture 
extracorporelle de cellules animales, permettant de 
conserver I'homeostasie du milieu environnant les cel- 
30 lules cultivees et ainsi leur permettre de proliferer dans 
les meilleures conditions possibles. 
[0012] Pour parvenir a ce but, l'invention developpe 
les objectifs ci-apres exposes. 

[0013] Un objet de l'invention est de maintenir une 
35 bonne viabilite cellulaire au sein de ladite chambre de 
culture et du bioreacteur, et ceci en fournissant d'une 
part aux cellules du milieu de culture un apport nutrition- 
nel en quantite suffisante et en evacuantd'autre part les 
dechets et les inhibiteurs generes pour permettre une 
40 croissance de la population cellulaire. 

[0014] Un autre objet de l'invention est de pouvoir re- 
cycler les facteurs de croissance du milieu tout en eva- 
cuant du milieu de culture suffisamment de dechets cel- 
lulaires et de realiser ainsi I'optimisation economique de 
45 la culture des cellules. 

[0015] Un autre objet de l'invention est de pouvoir ef- 
fectuer un transfert de gene cible sur les cellules culti- 
vees. 

[0016] Un autre objet de l'invention est de maintenir 
50 les proprietes physico-chimiques du milieu de culture 
cellulaire en depit de la perturbation induite par la crois- 
sance cellulaire. 

[0017] Un autre objet de la presente invention est de 
garantir la sterilite, I'asepsie de la chambre de culture 
55 et du bioreacteur, et en particulier pendant toute la duree 
de la culture cellulaire. 

[0018] Un autre objet de l'invention est de recuperer 
les cellules cultivees au sein de la chambre de culture 
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et du bioreacteur de I'invention. 
Sommaire de I'invention 

[001 9] La presente invention est basee sur I'observa- 
tion qu'une chambre de culture et un bioreacteur pour 
la culture extracorporelle de cellules animales pou- 
vaient remedier aux differents inconvenients mention- 
nes ci-dessus s'ils permettaient a la fois de maintenir 
une bonne viabilite cellulaire des cellules cultivees tout 
en recyclant les facteurs de croissance du milieu, assu- 
rant ainsi un bon niveau de proliferation cellulaire. 
[0020] Ainsi, I'invention a pour objet une chambre de 
culture pour la culture extracorporelle de cellules ani- 
males, delimitee par une enveloppe a axe de symetrie 
qui est formee d'une paroi laterale externe, de deux pa- 
rois d'extremites et d'entrees et de sorties de milieux li- 
quides dynamiques, cette chambre etant caracterisee 
par le fait qu'elle comporte : 

a) au moins deux membranes planes filtrantes a 
seuil de coupure different, perpendiculaires a I'axe 
de symetrie ; 

b) entre les membranes, un lit de macrosupports 
biocompatibles permettant I'adhesion des cellules 
en etat de culture ; 

c) deux parois d'extremites pourvues de stries de 
distribution des milieux liquides dynamiques ; 

d) trois couples d'entrees et de sorties des milieux 
liquides dynamiques, destines a alimenter la cham- 
bre de culture des cellules et extraire selectivement 
les cellules cultivees, les dechets resultant de leur 
culture et les nutriments en exces, dont deux des 
couples sont connectes aux parois d'extremites 
pourvues de stries de distribution, le troisieme etant 
connecte entre les deux membranes planes filtran- 
tes. 

[0021 ] L'invention a egalement pour objet un bioreac- 
teur pour la culture extracorporelle de cellules animales 
comprenant une chambre de culture, delimitee par une 
enveloppe a axe de symetrie formee d'une paroi laterale 
externe, de deux parois d'extremites et d'entrees et de 
sorties de milieux liquides dynamiques et comprenant 
des moyens de circulation desdits milieux dans ladite 
chambre, ce bioreacteur etant caracterise en ce qu'il 
comporte : 

a) une chambre de culture desdites cellules com- 
portant au moins deux membranes planes filtrantes 
a seuil de coupure different, perpendiculaires a 
I'axe de symetrie et qu'entre lesdites membranes a 
seuil de coupure different se situe un lit de macro- 
supports biocompatibles favorisant I'adhesion des 
cellules en etat de culture, ladite chambre etant de- 
limitee par une enveloppe a axe de symetrie com- 
prenant deux parois d'extremites pourvues de stries 
de distribution des milieux liquides dynamiques et 



trois couples d'entrees et de sorties des milieux li- 
quides dynamiques F1 , F2, F3, destines a alimenter 
la chambre de culture des cellules et a extraire se- 
lectivement les cellules cultivees, les dechets resul- 

5 tant de leur culture et les nutriments en exces, dont 

deux des couples sont connectes aux parois d'ex- 
tremites pourvues de stries de distribution, le troi- 
sieme etant connecte entre les deux membranes 
planes filtrantes ; 

10 b) des moyens de circulation du premier milieu li- 
quide dynamique F1 selon un circuit en boucle fer- 
mee et un vase d'expansion R1 contenant ledit mi- 
lieu, ces moyens etant relies a ladite chambre de 
culture ; 

15 c) des moyens de circulation du deuxieme milieu 
liquide dynamique F2 selon un circuit en boucle fer- 
mee ou en boucle ouverte suivant la fonction attri- 
bute audit milieu et un reservoir R2 contenant ledit 
milieu, ces moyens etant relies a ladite chambre de 

20 culture ; 

d) des moyens de circulation du troisieme milieu li- 
quide dynamique F3 selon un circuit en boucle 
ouverte et un reservoir R3 contenant ledit milieu, 
ces moyens etant relies a ladite chambre de 

25 culture ; 

e) des moyens de controle et de regulation, et de 
conditionnement des milieux liquides dynamiques, 
relies a un bloc de regulation-commande. 

30 Description des figures 

[0022] 

La figure 1 represente une coupe schematique 
35 d'une chambre de culture cellulaire delimitee par 
une enveloppe a axe de symetrie de forme hexa- 
gonale. 

La figure 2 represente schematiquement la circula- 
tion dynamique des milieux liquides F1 et F3 pour 

40 un gradient de pression p1>p3 en « phase 
descendante » au sein de la chambre de culture 
d'un bioreacteur de I'invention. 
La figure 3 represente schematiquement la circula- 
tion dynamique des milieux liquides F1 et F3 pour 

45 un gradient de pression p3>p1 en « phase 
ascendante » au sein de la chambre de culture d'un 
bioreacteur de I'invention. 

La figure 4 represente schematiquement un gra- 
dient de pression p1 >p3 en « phase descendante » 

50 au sein de la chambre d'un bioreacteur. 

La figure 5 represente schematiquement un gra- 
dient de pression p3>p1 en « phase ascendante » 
au sein de la chambre de culture d'un bioreacteur 
selon I'invention. 

55 - La figure 6 represente un schema de montage d'un 
bioreacteur ou le bloc de regulation-commande 
n'est pas represente. 
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Description detaillee de I'invention 

[0023] L'invention concerne une chambre de culture 
cellulaire a axe de symetrie, renfermant a la fois les cel- 
lules et le milieu de culture, dans laquelle un lit de 
macrosupports biocompatibles est confine entre deux 
membranes planes filtrantes a seuil de coupure diffe- 
rent, ladite chambre etant delimitee par une enveloppe 
a axe de symetrie formee d'une paroi laterale externe 
et de deux parois d'extremites. 

[0024] Selon l'invention, cette chambre de culture cel- 
lulaire comporte au moins deux membranes planes fil- 
trantes a seuil de coupure different et des macrosup- 
ports biocompatibles qui permettent I'adhesion des cel- 
lules en etat de culture et qui sont situes entre deux des- 
dites membranes a seuil de coupure different. 
[0025] Ainsi, une premiere membrane plane filtrante 
a seuil de coupure de I'ordre de 0,12 jum a 0,44 jum per- 
met les echanges biochimiques au sein de la chambre 
de culture en autorisant le passage des molecules du 
milieu nourricier telles que les proteines et les macro- 
molecules, mais realisant un confinement cellulaire em- 
pechant les cellules cultivees de quitter la zone d'ho- 
meostasie et empechant egalement le passage des par- 
ticules contaminantes en servant notamment de barrie- 
re aux bacteries pouvant contaminer ladite chambre. 
[0026] Une autre membrane plane filtrante a seuil de 
coupure d'au plus 15 KiloDalton (KDa) autorise quant a 
elle le confinement moleculaire de toutes les molecules 
ayant une masse moleculaire superieure a 15 KDa. La 
presence de cette membrane plane filtrante au sein de 
la chambre de culture permet de definir un espace de 
confinement des cellules de culture. Par consequent, la 
membrane plane filtrante a seuil de coupure d'au plus 
15 KDa confine les cellules en culture dans la chambre 
de culture, ainsi que les facteurs de croissance et les 
grosses proteines. 

[0027] Selon une caracteristique de l'invention, au 
moins une des membranes a un seuil de coupure com- 
pris preferentiellement entre 0,18 \im et 0,26 jum et 
I'autre un seuil de coupure preferentiellement compris 
entre 10 et 12 KDa. 

[0028] Selon l'invention, le nombre de membranes 
presentes dans la chambre de culture peut etre supe- 
rieur a deux. Dans ce cas, les membranes supplemen- 
taires ont des seuils de coupure adaptes a ceux des 
deux membranes precitees. 

[0029] Selon l'invention, les membranes planes fil- 
trantes a seuil de coupure different au sein de la cham- 
bre de culture cellulaire sont disposees perpendiculai- 
rement par rapport a I'axe de symetrie de ladite chambre 
de culture. 

[0030] Selon l'invention, les deux membranes planes 
filtrantes a seuil de coupure different peuvent etre des 
membranes minerales ou organiques. A titre d'exemple, 
on peut citer des membranes constitutes de polymere 
organique biocompatible, de cellulose ou de polysulfo- 
ne. 



[0031 ] De plus, ces deux membranes planes filtrantes 
sontdistantes I'unede I'autre d'au plus 400 \xrr\, distance 
qui s'avere favorable a un bon developpement des cel- 
lules puisqu'elles sont pratiquementtoujours en contact 
5 avec les sources de nutriments et d'oxygene. 

[0032] Entre les deux membranes filtrantes a seuil de 
coupure different est confine un lit de macrosupports 
biocompatibles dont les plus grosses particules qui peu- 
vent avoir la forme de sphere ne doivent pas depasser 
10 400 |iim en equivalent diametral. Ce lit de macrosup- 
ports, constitue de particules de tailles diverses pouvant 
etre eventuellement agglomerees en un bloc continu 
par frittage des elements granulaires, ne doit pas avoir 
une epaisseur superieure a 400 jim. Ledit lit de macro- 
's supports joue d'une part un role de support des cellules 
en etat de culture et d'autre part un role mecanique de 
maintien de I'espace de confinement cellulaire amena- 
ge entre les deux membranes planes filtrantes a seuil 
de coupure different. Suivant le type de cellules culti- 
20 vees au sein de la chambre de culture de l'invention, le 
type de macrosupports biocompatibles sera choisi de 
facon appropriee et de taille adequate. 
[0033] Les macrosupports mis en oeuvre entre les 
deux membranes de la chambre de culture peuvent 
25 avoir une forme cylindrique ou spherique ou encore po- 
lyedrique tel que des blocs massifs usines dont I'epais- 
seur est d'au plus 400 |um. 

[0034] Selon l'invention, les macrosupports peuvent 
etre d'origine minerale (tel que, par exemple, le corail) 

30 ou metallique (tel que le titane et ses alliages par exem- 
ple) ou encore formes de polymeres biocompatibles. 
[0035] A titre illustratif, dans le cas d'une culture de 
cellules hematopoTetiques en vue d'une application 
pour une greffe de moelle osseuse d'une part et dans 

35 le cas d'une culture d'osteoblastes dans un but de re- 
construction osseuse d'autre part, les macrosupports 
peuvent etre des microbilles de corail ayant un diametre 
d'au plus 400 jum. En effet, des billes de corail de gra- 
nulomere souhaitee s'averent etre des macrosupports 

40 appropries pour les applications mentionnees ci-dessus 
du fait notamment de leur aptitude a etre colonisees par 
les progeniteurs hematopoTetiques. Dans le cas des 
precurseurs osseux, les billes de corail seraientde plus 
metabolisees, ce qui favoriserait leur utilisation en chi- 

45 rurgie reconstructrice. 

[0036] Alors que, par exemple, dans le cas d'une cul- 
ture de cellules hepatiques en vue d'une application de 
detoxification sanguine ex-vivo d'un patient hepato-in- 
suffisant par une biomasse extracorporelle d'hepatocy- 

50 tes, les macrosupports les plus adaptes peuvent etre 
des billes de nylon® (polyamides) ayant un diametre in- 
ferieur a 400 jum. 

[0037] Ainsi, la presence de macrosupports entre les- 
dites membranes et le fait que la membrane plane fil- 
55 trante a seuil de coupure d'au plus 15 KDa n'autorise 
pas le passage des cellules en culture de meme que 
celui des facteurs de croissance, permettent le confine- 
ment des cellules en culture, qui adherent aux dits 
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macrosupports biocompatibles, dans cet espace de 
confinement cellulaire situe entre les deux membranes 
a seuil de coupure different. 

[0038] L'alimentation en milieux liquides dynamiques 
de la chambre de culture est realisee de fagon homo- 
gene du fait de la repartition et de la distribution desdits 
milieux au sein de ladite chambre grace a des entrees 
et des sorties de ces milieux judicieusement placees. 
[0039] La chambre de culture cellulaire comme pre- 
cedemment evoquee comporte une enveloppe a axe de 
symetrie formee d'une paroi laterale externe et de deux 
parois d'extremites que Ton peut assimiler a deux fonds 
plats situes a chacune des extremites de ladite paroi la- 
terale. 

[0040] Cette enveloppe a axe de symetrie peut etre 
constitute par exemple d'un materiau polymere bio- 
compatible ou d'acier inoxydable. A titre de materiaux 
polymeres biocompatibles, on peut citer par exemple 
les polyolefines, les polyamides ou les polyesters et 
autres. 

[0041] Les deux parois d'extremites de I'enveloppe a 
axe de symetrie sont pourvues de stries de distribution 
permettant d'alimenter la chambre de culture par deux 
des trois milieux liquides dynamiques. Ces stries de dis- 
tribution constituent un reseau principal de stries dites 
principales. Ce reseau principal de stries situe sur la fa- 
ce de chacune des deux parois d'extremites, en regard 
de I'espace de culture cellulaire, peut etre divergent a 
partir de la tubulure d'entree amenagee dans ladite pa- 
roi. 

[0042] Selon I'invention, le reseau principal de stries 
dites principales, aussi appele reseau de distribution 
permet une repartition homogene des deux milieux li- 
quides dynamiques, qui sont achemines vers la cham- 
bre de culture par I'intermediaire de conduits biocompa- 
tibles dont la ou les extremites sont enfichees au niveau 
des parois d'extremites. Le nombre de stries de distri- 
bution situees sur la face en regard de I'espace de cul- 
ture cellulaire de chacune des deux parois d'extremites 
est defini de maniere a obtenir une bonne dispersion du 
milieu liquide dynamique dans la chambre de culture et 
sera determine en fonction de la forme de I'enveloppe 
a axe de symetrie 

[0043] Ledit reseau principal est complete par un re- 
seau secondaire, forme de stries dites secondaires, 
moins profond et de direction sensiblement orthogonale 
par rapport au reseau principal de facon a favoriser la 
circulation entre les zones de distribution delimitees par 
le reseau principal. Ainsi, les stries secondaires du re- 
seau secondaire sont sensiblement perpendiculaires 
aux stries du reseau principal. Ce reseau secondaire 
peut voir son espacement varier de telle sorte que les 
stries secondaires soient plus rapprochees et plus nom- 
breuses du cote oppose a I'entree du flux de milieu pour 
faciliter le drainage et I'evacuation dudit milieu. 
[0044] Deux stries adjacentes du reseau principal 
constituent une zone de distribution et deux stries adja- 
centes du reseau principal recoupees par deux stries 



adjacentes du reseau secondaire constituent une alveo- 
le de distribution. 

[0045] Les reseaux principal et secondaire formentun 
fin reseau "quadrille" de propagation des milieux liqui- 

5 des dynamiques. L'ensemble de ces deux reseaux peut 
par exemple former un reseau en forme de gaufre. 
[0046] Le reseau principal etant situe sur la face en 
regard de I'espace de culture cellulaire, possede une 
certaine hauteur et une certaine largeur que I'homme 

10 du metier est tout a fait a meme de pouvoir definir, sa- 
chant que le reseau de stries doit etre solidaire de la 
membrane plane filtrante pour assurer la cohesion de 
l'ensemble. En effet, le volume menage par l'ensemble 
solidaire du reseau de stries et de la membrane forme 

15 le quadrillage de distribution du flux liquidien qui peut 
representer environ 50% de la surface de la membrane. 
[0047] Ainsi, le reseau principal peut etre constitue de 
stries principales ayant une profondeur allant d'au plus 
5 mm et une largeur d'au plus 2 mm, le pas compris 

20 entre deux stries adjacentes dudit reseau principal pou- 
vant etre d'au plus 2 mm. De meme, le reseau secon- 
daire peut etre constitue de stries secondaires ayant 
une profondeur d'au plus 2 mm et une largeur d'au plus 
2 mm, le pas compris entre deux stries adjacentes dudit 

25 reseau diminuant progressivement depuis le cote d'en- 
tree du flux de milieu vers la sortie dudit flux de milieu. 
De ce fait, dans sa partie distale -c'est a dire du cote de 
la sortie du milieu- le pas du reseau secondaire sera 
d'au plus 2 mm. 

30 [0048] A titre d'exemple, le reseau principal dans les 
parois d'extremites peut en pratique avoir une profon- 
deur de 1 mm et une largeur de 500 jim avec un pas de 
500 |im et le reseau secondaire peut par exemple avoir 
une profondeur de 500 |nm et une largeur de 500 jum 

35 avec un pas minimum de 500 jLim. 

[0049] Par consequent, les parois d'extremites peu- 
vent etre envisagees comme realisant un fin motif d'al- 
veoles de type gaufre sur lequel les membranes a seuil 
de coupure different viennent prendre appui ou sont col- 

40 lees par une colle biocompatible de type colle polymere. 
[0050] L'enveloppe a axe de symetrie peut se presen- 
ter sous la forme de deux demi-enveloppes telles que 
par exemple deux demi-cylindres, constitutes chacune 
d'une paroi laterale externe et d'une paroi d'extremite, 

45 qui sont reliees I'une a I'autre de maniere etanche au 
moyen de joints d'etancheite. 

[0051] La forme de I'enveloppe a axe de symetrie de 
la chambre de culture selon I'invention peut etre choisie 
de facon appropriee pour faciliter par exemple un em- 

50 pilement de plusieurs chambres de culture sur un sup- 
port. L'homme du metier sera encore une fois a meme 
de choisir la forme de I'enveloppe a axe de symetrie de 
ladite chambre de culture selon I'usage qu'il en sera fait. 
A titre d'exemple, on peut envisager une enveloppe a 

55 axe de symetrie, constitute ou non de deux demi-enve- 
loppes, de forme cylindrique, cubique ou polygonale. 
[0052] Pour une enveloppe a axe de symetrie de for- 
me hexagonale, par exemple, le nombre de stries prin- 
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cipales de distribution de chacune des deux parois d'ex- 
tremites peut etre d'au moins sept, ce nombre pouvant 
etre beaucoup plus important. 

[0053] II convient de souligner qu'un empilement de 
chambres de culture a motifs elementaires peut etre 
realise a la condition que lesdits motifs aient la meme 
forme pour obtenir un empilement stable de ces motifs 
sur un support adequat. 

[0054] Selon un mode d'execution d'empilement de 
chambres de culture a motifs elementaires, une forme 
par exemple hexagonale peut faciliter I'empilement suc- 
cessif de plusieurs chambres sur un socle approprie 
possedant par exemple six colonnes. Dans ce cas, les 
six colonnes du socle jouant le role de support pour I'em- 
pilement des chambres a motifs elementaires peuvent 
egalement servir par exemple de conduits d'alimenta- 
tion et d'evacuation des milieux liquides dynamiques. 
[0055] Quant a I'alimentation en milieux liquides dy- 
namiques de la chambre de culture selon I'invention, el- 
le est realisee par un systeme a trois milieux liquides 
dynamiques (a savoir un systeme a trois flux de milieux 
distincts). 

[0056] Un premier milieu liquide dynamique note F1 , 
entrant et sortant par des tubulures biocompatibles en- 
fichees au niveau d'une des parois d'extremites de I'en- 
veloppe a axe de symetrie (par exemple la paroi d'ex- 
tremite superieure) alimente le milieu de culture en mi- 
lieu nutritif (encore appele milieu nourricier riche), ce mi- 
lieu etant riche en facteurs de croissance. Ce premier 
milieu liquide dynamique est compose d'elements ne- 
cessaires a la culture des cellules tels que par exemple 
de proteines, d'oligo-elements, de glucose, d'eau et de 
facteurs de croissance, et alimente le milieu de culture 
en milieu nutritionnel frais. 

[0057] Un deuxieme milieu liquide dynamique note F2 
entrant et sortant au niveau de la paroi laterale externe 
de I'enveloppe a axe de symetrie de la chambre de cul- 
ture peut presenter trois fonctions distinctes selon les 
usages qui en seront faits. 

[0058] Selon une premiere fonction, ce deuxieme mi- 
lieu liquide dynamique, entrant par une tubulure bio- 
compatible enfichee au niveau de la paroi laterale de la 
chambre de culture, sert a introduire dans ladite cham- 
bre les cellules destinees a etre cultivees et a recuperer 
lesdites cellules cultivees au sein de la chambre apres 
leur culture (cellules hematopoTetiques ou cellules he- 
patiques par exemple). 

[0059] Selon une deuxieme fonction, ce deuxieme mi- 
lieu liquide dynamique peut jouer le role de transfert de 
genes. En effet, lors de I'introduction des cellules de cul- 
ture en suspension dans la chambre de culture par Pin - 
termediaire de ce deuxieme milieu liquide dynamique, 
des particules virales contenues dans ledit milieu liquide 
peuvent se fixer aux cellules en suspension au niveau 
de leurs membranes et permettre ainsi le transfert de 
genes desire. Ce deuxieme flux de milieu peut permet- 
tre d'obtenir les cellules de culture souhaitees, geneti- 
quement modifiees, que Ton desire cultiver. En effet, ce 



milieu transporte les vecteurs de transfert genique et 
permet leur mise en contact avec les cellules afin d'eta- 
blir une fusion membranaire entre la cellule cible et le 
vecteur de transfert de gene. Ces vecteurs de transfert 
5 genique sont de toute nature. A titre d'illustration, on 
peut citer les virus comme par exemple les adenovirus, 
les retrovirus, les liposomes, des complexes plasmidi- 
ques. 

[0060] Un tel marquage des cellules (par I'injection de 
10 vecteurs de transfert de gene) realise en dehors du 
corps humain peut permettre de cibler avec precision le 
tissu a modifier genetiquement. De plus, on peut utiliser 
par exemple un virus synthetique a usage unique pour 
cibler le transfert de gene sur une population cellulaire 
15 d'interet therapeutique. Ce virus caracterise en ce que 
les genes codant pour I'enveloppe et ceux qui vehicu- 
lent reformation genetique aproprementparlersontse- 
pares, est incapable de se reproduire a I'interieur des 
cellules apres avoir transfere I'information genetique 
20 souhaitee. Ainsi les risques de genese d'un virus recom- 
binant a partir du virus synthetique utilise et d'un virus 
sauvage qui pourrait etre present chez le patient sont 
limites. 

[0061] Selon une troisieme fonction, ce deuxieme mi- 
25 Neu liquide dynamique peut jouer le role de flux de rin- 
gage des macromolecules inhibitrices presentes au ni- 
veau de I'espace de confinement cellulaire. En effet, les 
cellules mises en culture peuvent avoir subi un stress 
avant leur recolte ou lors de leur traitement pre-inocu- 
30 laire ou encore pendant leur inoculation dans la cham- 
bre de culture. Ce stress peut induire la production (par 
lesdites cellules) de proteines qui vont inhiber leur ca- 
pacity a se multiplier en les faisant passer dans un etat 
de dormance, appele etat quiescent. Durant cet etat, 
35 lesdites cellules ne sont plus en etat physiologique de 
repondre a la stimulation realisee par les facteurs de 
croissance, en se multipliant. 

[0062] Dans le cas des cellules hematopoTetiques, on 
peut citer le stress « radio-induit » qui est provoque par 
40 une exposition a des rayonnements ionisants (volontai- 
res a usage radiotherapeutique ou accidentelles) et se 
traduit ulterieurement par un stress. Ce type de stress 
entraine la production d'inhibiteurs tels que par exemple 
le « Transforming Growth Factor-beta » ou le « Tumor 
45 Necrosis Factor-alpha ». Ces molecules inhibitrices 
etant des cytokines au meme titre que les facteurs de 
croissance apportes pour la culture de cellules hemato- 
poTetiques, elles sont done confinees par les membra- 
nes a seuil de coupure different de la chambre de cul- 
50 ture. 

[0063] Pour effectuer une culture appropriee des cel- 
lules, il faut eliminer du milieu de culture et done de la 
chambre de culture ces molecules inhibitrices. Le 
deuxieme milieu liquide dynamique dans sa troisieme 
55 fonction sert des lors a rincer la zone de confinement 
cellulaire pour eliminer lesdites molecules inhibitrices. 
[0064] Un troisieme milieu liquide dynamique note F3, 
entrant et sortant par des tubulures biocompatibles en- 
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fichees au niveau de la deuxieme des parois d'extremi- 
tes de I'enveloppe a axe de symetrie (par exemple la 
paroi d'extremite inferieure) alimente le milieu de culture 
en milieu nutritif de base (encore appele milieu nutritif 
de base-regenerant-). Ce milieu nutritif de base est un 
milieu nourricier totalement depourvu de facteurs de 
croissance. Un tel milieu de base est compose par con- 
sequent de glucose, d'eau, d'oligo-elements tels que 
par exemple des vitamines et des mineraux, de colo- 
rants pour evaluer le pH du milieu et de proteines de 
type albumine. 

[0065] Selon I'invention, cette chambre de culture 
destinee a etre alimentee par le systeme a trois milieux 
liquides dynamiques distincts (encore appele triple flux) 
a pour caracteristique trois couples d'entrees et de sor- 
ties desdits milieux. Deux de ces couples sont connec- 
tes aux parois d'extremites pour alimenter les stries de 
distribution. Le troisieme couple estconnecte a la paroi 
laterale externe a un niveau se situant entre les deux 
membranes planes filtrantes a seuil de coupure diffe- 
rent. 

[0066] La disposition decalee de ces couples d'en- 
trees et de sorties des milieux sur I'enveloppe delimitant 
la chambre de culture permet d'obtenir une homogenei- 
te de distribution desdits milieux liquides au sein de la- 
dite chambre (voir figure 1 ). 

[0067] Selon les caracteristiques de I'invention, les tu- 
bulures d'entrees et de sorties du systeme triple flux 
sont par consequent reparties de maniere appropriee 
sur I'enveloppe a axe de symetrie de la chambre de cul- 
ture. 

[0068] Conformement a la figure 1, la tubulure bio- 
compatible d'entree du premier flux notee EF1 est enfi- 
chee au niveau de la paroi d'extremite superieure de 
I'enveloppe de la chambre de culture, alors que la tubu- 
lure de sortie notee SF1 du premier flux est egalement 
enfichee sur la meme paroi d'extremite mais a I'oppose 
de la tubulure d'entree. 

[0069] La tubulure biocompatible d'entree du troisie- 
me flux notee EF3 est quant a elle enfichee au niveau 
de la paroi d'extremite inferieure de ladite enveloppe de 
telle sorte que cette tubulure soit enfichee selon un an- 
gle d'environ 120 ° par rapport a la tubulure d'entree du 
premier flux (EF1) nourricier riche en facteurs de crois- 
sance, pour permettre une bonne repartition desdits mi- 
lieux au sein de la chambre de culture. Par ailleurs, la 
tubulure biocompatible de sortie de ce troisieme flux no- 
tee SF3 est egalement enfichee sur la meme paroi d'ex- 
tremite mais a I'oppose de la tubulure d'entree dudit flux 
(EF3). 

[0070] Conformement a la figure 1, la tubulure bio- 
compatible d'entree du deuxieme milieu liquide dynami- 
que notee EF2 est enfichee entre les deux membranes 
planes filtrantes notees M1 et M3, qui ont respective- 
ment un seuil de coupure de 0,22 jum et de 1 0 KDa, au 
niveau de la paroi laterale externe de I'enveloppe selon 
un angle d'environ 60 ° par rapport a la tubulure d'entree 
du premier flux (EF1 ). La tubulure biocompatible de sor- 



tie notee SF2 quant a elle est enfichee a I'oppose de la 
tubulure d'entree dudit flux sur la paroi laterale. 
[0071 ] En consequence, les trois couples d'entrees et 
de sorties des milieux liquides dynamiques sont places 

5 dans trois plans verticaux passant par I'axe de symetrie 
de I'enveloppe, ces plans etant decales d'un angle d'en- 
viron 60° entre la premiere entree et la deuxieme entree, 
et d'un angle d'environ 120° entre la premiere et la troi- 
sieme entree des milieux liquides dynamiques, les sor- 

10 ties desdits milieux liquides etant dans les memes dis- 
positions angulaires. 

[0072] La presente invention concerne egalement un 
bioreacteur comportant la chambre de culture cellulaire 
precedemment decrite. Cette chambre de culture au 

15 moyen de ces trois couples d'entrees et de sorties des 
milieux liquides dynamiques est reliee par des conduits 
de liaison a des reservoirs d'alimentation et/ou des re- 
servoirs d'evacuation de ladite chambre. Le bioreacteur 
selon I'invention comporte en outre des moyens de re- 

20 gulation des conditions de culture et de controle de 
transfertde masse desdits milieux liquides dynamiques, 
relies au bloc de regulation-commande dudit bioreac- 
teur. 

[0073] Ce bioreacteur comporte outre la chambre de 

25 culture « un bloc de regulation encore appele bloc de 
commande » qui permet le controle et la regulation du 
pH, de la concentration en oxygene et de la temperature 
du milieu de culture. Le « bloc de regulation- 
commande » peut gerer en automatique le fonctionne- 

30 ment complet du bioreacteur. Cette regulation est de ty- 
pe P.I.D. Numerique (regulation numerique Proportion- 
nelle, Integrale et Derivee) et les donnees renvoyees 
par les differentes sondes peuvent etre enregistrees et 
analysees par informatique. 

35 [0074] Ainsi, le bioreacteur de I'invention contenant la 
chambre de culture mentionnee precedemment, est or- 
ganise en modules unitaires fonctionnels interchangea- 
bles dimensionnes pour une certaine valeur de transfert 
de masse ou d'energie (tels que, par exemple, des mo- 

40 dules d'aeration, des echangeurs thermiques), consti- 
tuant un ensemble modulaire redimensionnable par jux- 
taposition d'unites fonctionnelles identiques en serie et/ 
ou en parallele, et est dote d'un bloc de regulation-com- 
mande programmable. 

45 [0075] Le bloc de regulation-commande recoit I'en- 
semble des informations relatives aux milieux liquides 
dynamiques F1 , F2, F3, par les moyens de controle et 
de regulation, ainsi que les informations relatives aux 
divers reservoirs, pompes, vannes et pressions regnant 

50 dans les zones C1, C2, C3 de la chambre de culture, 
les gere et emet les ordres de fonctionnement neces- 
saires. 

[0076] De ce fait, il est possible de modifier a la de- 
mande les caracteristiques internes de la chambre de 
55 culture et de changer les parametres et les programmes 
de regulation concourant a I'homeostasie du milieu afin 
de s'adapter au type cellulaire cultive. 
[0077] L'ensemble de regulation peut posseder ega- 
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lement une cellule cristalline de mesure de spectre in- 
frarouge, qui permet par deconvolution du spectre de 
reemission de mesurer la concentration de certains so- 
lutes dans le milieu de culture. II est alors possible de 
suivre « en ligne » et « en temps reel » les concentra- 
tions de glucose et de lactate. 

[0078] Ainsi, la temperature du milieu de culture peut 
etre fixee a une valeur de consigne comprise entre 30 
et 38 °C. Pendant la croissance cellulaire, le pH du mi- 
lieu de culture peut etre fixe a une valeur de consigne 
comprise entre 6,5 et 7,7. Le bloc de regulation-com- 
mande permet aussi de regler le debit d'air et le taux de 
C0 2 qui parsadissolutiondonne I'amphotere HC0 3 ~qui 
tamponne le milieu et concoure a la stabilite du pH et 
est I'effecteur de la regulation du pH. 
[0079] Selon Tune des caracteristiques du bioreac- 
teur de I'invention, les tubulures d'entree et de sortie (de 
la chambre) du premier milieu liquide dynamique F1 
sont reliees par des conduits de liaison a un reservoir 
R1 de milieu nourricier riche en facteurs de croissance 
selon un circuit en boucle fermee permettant le recycla- 
ge des facteurs de croissance necessaires au develop- 
pement des cellules en culture. Ce reservoir R1 peut 
jouer le role de vase d'expansion. 
[0080] Selon Tune des caracteristiques de ce bioreac- 
teur, ledit conduit de liaison entre la tubulure d'entree 
du premier milieu nourricier riche F1 de la chambre et 
ledit reservoir note R1 de ce milieu est equipe d'une 
pompe P1 permettant de controler et d'ajuster le volume 
et le debit du milieu F1 circulant en circuit ferme dans 
la chambre de culture. 

[0081] La boucle fermee vehiculant le flux nourricier 
riche F1 dispose d'une mise a I'air qui se situe sur le 
vase d'expansion R1, cette mise a I'air est munie d'un 
filtre a seuil de coupure de 0,22 \im garantissant I'asep- 
sie du milieu. De meme, cette boucle est munie d'une 
electrovanne V1 commandee par le bloc de regulation- 
commande programmable permettant I'equilibrage de 
pression avec la pression atmospherique a la demande. 
Le vase d'expansion R1 est egalement muni de cap- 
teurs de niveau haut et de niveau bas de milieu liquide 
servant a declencher I'inversion de la circulation des flui- 
des. 

[0082] Selon une autre caracteristique du bioreacteur 
de I'invention, la tubulure d'entree du troisieme milieu 
nourricier de base (EF3) de la chambre de culture est 
reliee par un conduit de liaison a un reservoir note R3 
de ce milieu, et la tubulure de sortie (SF3) est reliee par 
un conduit a I'egout (compartiment de recuperation des 
dechets). 

[0083] Selon I'invention, le conduit de liaison relie a 
la tubulure d'entree du troisieme milieu liquide dynami- 
que EF3 mentionnee ci-dessus est equipe d'une pompe 
P3 alors que le conduit relie a la tubulure de sortie dudit 
flux est equipe d'une vanne V3 eventuellement pilotee 
par le bloc de regulation-commande, I'ensemble per- 
mettant de regler et de controler le volume et le debit 
dudit troisieme milieu F3 circulant en circuit ouvert dans 



la chambre de culture. 

[0084] Selon I'invention, un dispositif aerateur du mi- 
lieu nourricier riche F1 et un dispositif aerateur du milieu 
nourricier de base F3 sont prevus sur I'un et I'autre des 
5 deux circuits en boucles fermee et ouverte places res- 
pectivement entre les entrees desdits milieux liquides 
dynamiques F1 et F3 dans la chambre de culture cellu- 
laire et les reservoirs R1 et R3. 

[0085] Selon I'invention, un echangeur thermique du 
10 milieu nourricier riche F1 et un echangeur thermique du 
milieu nourricier de base F3 sont prevus sur chacun des 
deux circuits en entrees desdits milieux liquides dyna- 
miques F1 et F3 dans la chambre de culture cellulaire. 
[0086] Ces dispositifs permettent de maintenir I'ho- 
15 meostasie de la chambre de culture en preconditionnant 
les flux de milieux qui y penetrent afin de ne pas faire 
entrer dans la chambre de culture un element de volume 
de milieu de culture pouvant induire une brutale pertur- 
bation de ses parametres physico-chimiques. 
20 [0087] Selon une autre caracteristique du bioreacteur 
de I'invention, la tubulure d'entree du deuxieme milieu 
liquide dynamique EF2 de la chambre de culture, situee 
au niveau de la paroi laterale de I'enveloppe, est reliee 
par un conduit de liaison a un reservoir note R2 conte- 
25 nant le deuxieme milieu liquide dynamique choisi en 
fonction du role qui lui est attribue, a savoir soit alimen- 
ter la chambre de culture en cellules destinees a etre 
cultivees et a decharger ladite chambre apres culture, 
soit effectuer un transfert de genes, soit avoir un role de 
30 flux de rincage destine a decharger la chambre de cul- 
ture des molecules inhibitrices des cellules a cultiver. 
[0088] Selon la fonction attribuee au deuxieme milieu 
liquide dynamique de la chambre de culture, la tubulure 
de sortie SF2, situee a I'oppose de la tubulure d'entree 
35 EF2 sur ladite paroi, sera reliee : 

par un conduit de liaison a un reservoir de recupe- 
ration de cellules apres culture (a savoir une poche 
de recolte) ou a I'egout (compartiment d'elimination 
40 des molecules inhibitrices) selon un circuit en bou- 
cle ouverte ou 

par un conduit de liaison a un reservoir contenant 
le milieu pourvu de vecteurs appropries de transfert 
de gene selon un circuit en boucle fermee. 

45 

[0089] Selon une autre caracteristique du bioreacteur 
de I'invention, un ou plusieurs modules fonctionnels 
echangeurs de milieux, encore appeles dialyseurs ou 
ultrafiltreurs, peuvent etre ajoutes pour purifier le milieu 
50 nourricier F1 en sortie de la chambre de culture. Ce ou 
ces modules fonctionnels echangeurs de milieux sont 
situes a I'exterieur de la chambre de culture, montes en 
serie sur le conduit de liaison de sortie du circuit en bou- 
cle fermee du premier milieu nourricier F1 riche en fac- 
55 teurs de croissance et parcourus a contre courant par 
le milieu nourricier F3 de base en boucle ouverte. 
[0090] Dans le cas de I'utilisation de deux modules 
fonctionnels connectes en serie de fagon ad hoc sur la 
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boucle fermee F1, on peut utiliser deux seuils de cou- 
pure differents de, par exemple, 1 0 KDa et de 30 KDa. 
On peut, en injectant le flux issu du module 1 0 KDa dans 
le module de 30 KDa, et en recuperant le permeat -c'est 
a dire la fraction liquide qui a traverse la membrane a 
seuil de coupure 30 KDa- pour le reinjecterdans la bou- 
cle F1 , realiser un fenetrage des proteines du milieu en- 
tre 10 et 30 KDa qui correspond a la taille des facteurs 
de croissance. 

[0091 ] De tels modules fonctionnels additionnels peu- 
vent s'averer utiles lorsque, par exemple, les facteurs 
de croissance sont produits par des cellules de support 
dans une premiere chambre de culture annexe, et que 
Ton desire conditionner ce milieu (c'est a dire recuperer 
les facteurs de croissance produits, sans recuperer les 
dechets cellulaires generes par ces cellules de sup- 
ports) pour pouvoir le reutiliser dans la boucle F1 afin 
de stimuler les cellules dites d'interet therapeutique pre- 
sentes dans la chambre de culture principale. 
[0092] II convient de noter que le procede utilise pour 
cultiver des cellules hematopoTetiques et/ou sanguines, 
peut utiliser des cellules de support dites cellules stro- 
males. Ces cellules stromales peuvent etre modifiees 
genetiquement de facon a produire des cytokines hu- 
maines a des niveaux d'expression tels qu'ils peuvent 
subvenir pour partie aux besoins en cytokines de la cul- 
ture. 

[0093] Par ailleurs, il convient de souligner que I'en- 
veloppe a axe de symetrie permettant d'obtenir une ho- 
mogeneite de distribution des nutriments avec une dis- 
persion optimale a I'avantage d'etre sterile au meme ti- 
tre que tous les elements du bioreacteur en contact avec 
les cellules et le milieu de culture. En effet, la sterilisation 
du bioreacteur est realisee par autoclavage a 121 °C 
pendant 20 minutes de I'ensemble de I'appareil ainsi 
que des bouteilles de reservoirs. Les conduits de 
liaison, les reservoirs et autres elements d'etancheite 
sont realises en des materiaux biocompatibles pouvant 
supporter sans dommage une dizaine de cycles de ste- 
rilisation dans le cas d'une utilisation en laboratoire. Par 
contre, I'ensemble chambre de culture, conduits de 
liaison, reservoirs de milieux et autres constituera un kit 
de culture a usage unique dans le cas d'une utilisation 
en clinique humaine. 

[0094] Par ailleurs, le reconditionnement du bioreac- 
teur apres une culture cellulaire, dans le cadre d'une uti- 
lisation de type laboratoire, se fait par une digestion pro- 
teique avec une solution d'acide chlorhydrique Molaire 
suivie d'un ringage ultra pure, d'une re-sterilisation. 
[0095] Selon le mode de fonctionnement du bioreac- 
teur de I'invention et conformement a la figure 2, le mi- 
lieu nourricier riche F1 est introduit au niveau de la paroi 
d'extremite superieure de I'enveloppe dans la zone no- 
tee C1 (compartiment C1) de la chambre de culture 
comprise entre ladite paroi et la membrane plane filtran- 
te a seuil de coupure de I'ordre de 0,12 (am a 0,44 jum, 
par I'ouverture de la pompe P1 situee sur le conduit de 
liaison reliant la chambre de culture au reservoir R1 con- 



tenant ledit milieu F1 alors que la pompe P3 situee sur 
le conduit de liaison reliant la chambre de culture au re- 
servoir R3 contenant le milieu nourricier de base F3 est 
a I'arret. De plus, la pression p3 regnant dans la zone 

5 notee C3 (compartiment C3) de la chambre de culture 
situee entre la paroi d'extremite inferieure de I'envelop- 
pe et la membrane plane filtrante a seuil de coupure d'au 
plus 1 5 KDa, est reglee par la vanne de contre pression 
notee V3 situee sur le conduit reliant la chambre de cul- 

10 ture a I'egout de telle sorte que la pression p1 regnant 
dans la zone C1 de la chambre de culture est superieure 
a la pression p3 et que la pression p2 regnant dans la 
zone notee C2 soit comprise entre p1 et p3 selon un 
gradient de pression. 

15 [0096] Ainsi, lors de I'introduction du premier milieu 
liquide dynamique F1 dans la chambre de culture par 
I'ouverture de la pompe P1, les facteurs de croissance 
du milieu nutritif passent dans la zone notee C1 et au 
travers de ladite membrane a seuil de coupure de I'ordre 

20 de 0,12 |um a 0,44 \xm de la chambre de culture, mais 
sont retenus par la membrane plane filtrante a seuil de 
coupure d'au plus 15 KDa, qui joue un role de barriere 
pour le passage des facteurs de croissance et des gros- 
ses proteines. 

25 [0097] Par consequent, les facteurs de croissance 
peuvent migrerde part etd'autre de la membrane plane 
filtrante a seuil de coupure de I'ordre de 0,1 2 |um a 0,44 
|nm assurant leur role de stimulation de la croissance et/ 
ou de controle de la differenciation pour les cellules en 

30 etat de culture confinees entre les deux membranes pla- 
nes de la chambre de culture definissant la zone notee 
C2 (compartiment C2) de ladite chambre. 
[0098] Conformement a la figure 4, la membrane pla- 
ne filtrante M3 a seuil de coupure d'au plus 1 5 KDa con- 

35 fine les facteurs de croissance et les grosses proteines 
du milieu nutritif frais F1 dans les zones C1 et C2 de la 
chambre de culture. Par contre, les oligo-elements dudit 
milieu nutritif F1 et les dechets de petites tailles (tels 
que, par exemple, NO, NH 4 + , lactate et autres) generes 

40 par la culture des cellules confinees dans la zone C2 de 
ladite chambre, sont draines vers la zone C3 ou ils sont 
emportes vers I'egout. Le flux transmembranaire global 
est par consequent oriente de la zone C1 vers la zone 
C3 de la chambre de culture (voir figure 2). 

45 [0099] Dans ce mode de fonctionnement du bioreac- 
teur selon I'invention, mode appele « phase 
descendante », le milieu nutritif frais F1 circulant en 
boucle fermee perd de la volumetrie du fait du drainage 
de la solution aqueuse vers la zone C3 et notamment 

50 vers I'egout. Par consequent, le volume de milieu nour- 
ricier F1 dans le reservoir R1 diminue. Les facteurs de 
croissance et les grosses proteines du milieu nutritif 
frais F1 etant confines dans les zones C1 et C2, les de- 
chets sont purges des zones de la chambre de culture 

55 vers la zone C3 et sont draines vers I'egout au moyen 
de la vanne V3 ouverte. 

[0100] Des que le volume du reservoir R1 ou vase 
d'expansion de la boucle fermee vehiculant le milieu nu- 
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tritif frais F1 atteint un certain niveau bas, le bloc de re- 
gulation-commande du bioreacteur programme selon 
une sequence particuliere inverse la circulation de flux. 
De ce fait, la pompe P1 qui marchait passe a I'arret et 
la pompe P3 a I'arret se met en marche. Et, la vanne V3 
ouverte est alors fermee. 

[0101] Par consequent, la pression p1 regnant dans 
la zone C1 de la chambre de culture devient inferieure 
a la pression p3, alors que la pression p2 regnant dans 
la zone notee C2 est comprise entre p1 et p3, selon un 
gradient de pression inverse par rapport au mode de 
fonctionnement precedent. Le flux transmembranaire 
global est alors oriente de la zone C3 vers la zone C2 
de la chambre de culture (voir figure 3). Dans ce mode 
de fonctionnement du bioreacteur et conformement aux 
figures 3 et 5, mode appele «phase ascendante», Tin- 
version de flux au sein de la chambre de culture permet 
au milieu nutritif frais F1 circulant dans la chambre de 
culture de se recharger en elements nutritifs frais pro- 
venant le troisieme milieu liquide dynamique F3 et de 
compenser les pertes occasionnees, entre autre I'eau, 
par la « phase descendante ». En effet, ce milieu de ba- 
se(regenerant) F3 realimente la chambre de culture cel- 
lulaire en glucose, en eau, en oligo-elements. 
[0102] Des que le volume du reservoir R1 ou vase 
d'expansion du circuit en boucle fermee vehiculant le 
milieu nutritif frais F1 atteint un certain niveau haut, le 
systeme de controle du bioreacteur programme selon 
une sequence particuliere inverse a nouveau la circula- 
tion de flux. 

[0103] Ainsi, les facteurs de croissance du fait de la 
circulation en boucle fermee du milieu nourricier riche 
F1, c'est-a-dire du premier milieu liquide dynamique 
dont ils font parties, sont confines dans la boucle fermee 
et dans les compartiments C1 et C2, et leur concentra- 
tion oscille entre une concentration C 0 et C 0 +/-AC. Le 
milieu de culture riche est done recycle et I'utilisation des 
facteurs de croissance optimisee grace a la chambre de 
culture et au bioreacteur de I'invention. 
[0104] Ce systeme d'inversion de flux au sein de la 
chambre de culture permet de creer des flux transmem- 
branaires presentant de faibles contraintes hydrodyna- 
miques compatibles avec la fragilite des cellules culti- 
vees. On obtient ainsi un systeme de flux lents 
« laminaires ». Cette inversion des flux peut egalement 
prevenir le colmatage des membranes filtrantes dont la 
perte de charge transmembranaire (indice mesurant la 
permeabilite de la membrane) pourra etre controlee en 
temps reel par des manometres electroniques places 
sur chacun des flux de milieux liquides dynamiques. 
[0105] Dans le mode de fonctionnement du bioreac- 
teur de I'invention, le deuxieme milieu liquide dynami- 
que entrant et sortant au niveau de la paroi laterale ex- 
terne, entre les deux membranes planes filtrantes de la 
chambre de culture, circule au sein de ladite chambre 
selon un circuit en boucle ouverte ou en boucle fermee 
suivant la fonction qu'il lui est attribuee, les pompes P1 
et P3 etant a I'arret, et sa configuration d'entree et sortie 



est fixee par la fonction qu'on veut lui attribuer. 
[0106] Selon le mode de fonctionnement du bioreac- 
teur, lorsque le deuxieme milieu liquide dynamique F2 
dans sa premiere fonction sert a inoculer les cellules a 
5 cultiver dans la chambre de culture et a les decharger 
apres culture, il fonctionne en boucle ouverte au meme 
titre que lorsqu'il sert dans sa troisieme fonction a rincer 
la chambre pour eliminer les molecules inhibitrices. Par 
contre, lorsque le milieu liquide dynamique F2 a un role 
de transfert de genes, il fonctionne en boucle fermee le 
temps de I'inoculation et de I'incubation. 
[0107] Dans sa premiere fonction et selon le mode de 
fonctionnement du bioreacteur conformement a la figu- 
re 6, le deuxieme milieu liquide dynamique F2 contenant 
les cellules a cultiver est inocule dans la zone C2 de la 
chambre de culture par une seringue au travers d'un 
septum biocompatible positionne sur I'une des trois 
branches de la tubulure d'entree EF2 (de la paroi late- 
rale externe) dont I'electrovanne V2E1 est ouverte, les 
electrovannes V2E2 et V2E3 etant fermees. Lors de 
I'inoculation dudit milieu, les trois electrovannes V2S1, 
V2S2 et V2S3 situees sur les trois branches de la tubu- 
lure de sortie SF2 amenagee a I'oppose de la tubulure 
d'entree EF2 sont fermees. 

[0108] Lors de la recuperation des cellules apres cul- 
ture, les deux electrovannes V2E2 et V2E3 de la tubu- 
lure d'entree EF2 sont fermees, I'electrovanne V2S1 si- 
tuee sur I'une des trois branches de la tubulure de sortie 
SF2 reliee a un conduit de liaison au reservoir de recu- 
peration des cellules cultivees, est ouverte alors que les 
electrovannes V2S2 et V2S3 des deux autres branches 
de la tubulure de sortie SF2 sont fermees. Le milieu de 
base regenerant est alors pompe par mise en route de 
la pompe P2 depuis le reservoir R2 et sert a purger le 
contenu du compartiment C2 (compris entre les deux 
membranes a seuil de coupure different) dans la poche 
de collecte cellulaire. Un traitement enzymatique de ty- 
pe trypsine et/ou collagenase et/ou DNAse pourra etre 
employe pourdestructurer la matrice extracellulaire pro- 
duite par les cellules durant la culture pour faciliter leur 
ancrage. Dans le cadre, d'une culture de cellules hema- 
topoTetiques sur un macrosupport de type corallien, une 
acidification legere du milieu a pH=6.0 ou pH=6.5 per- 
mettra de dissoudre le corail et de recuperer les cellules 
hematopoTetiques apres rincage. 
[01 09] Dans sa troisieme fonction et selon le mode de 
fonctionnement du bioreacteur, lorsque le deuxieme mi- 
lieu liquide dynamique note F2 contenant les elements 
necessaires au rincage de I'espace de confinement cel- 
lulaire et fonctionnant en boucle ouverte selon le meme 
principe de fermeture et d'ouverture des electrovannes 
que le fonctionnement decrit ci-dessus a I'exception que 
la tubulure d'entree n'est pas munie d'un septum bio- 
compatible mais est reliee par un conduit de liaison au 
reservoir R2 contenant ledit milieu F2 choisi. 
[0110] Lors de I'introduction du milieu de rincage F2 
dans la zone C2 de la chambre de culture au niveau de 
I'une des trois branches de la tubulure d'entree EF2 (de 
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la paroi laterale externe) dont I'electrovanne V2E3 est 
ouverte, les electrovannes V2E1 et V2E2 etant fermees. 
Lors de I'introduction et de la recuperation dudit milieu 
de rincage, les deux electrovannes V2S1 , V2S2 situees 
sur les deux branches de la tubulure de sortie SF2 sont 5 
fermees, I'electrovanne V2S3, situee sur I'autre branche 
de la tubulure de sortie SF2 etant ouverte, le flux de rin- 
cage circulant en continu en boucle ouverte. La sortie 
de I'electrovanne V2S3 peut etre raccordee sur une tu- 
bulure menant a l'egout. L'egout etant constitue d'un re- 10 
servoir de milieu sterilise en meme temps que I'ensem- 
ble des tubulures du bioreacteur, de ses reservoirs, de 
ses modules fonctionnels et de la chambre de culture, 
ce qui garantit la sterilite de I'ecoulement. Deux filtres 
de 0,22 jam pourront etre rajoutes sur ce tout a l'egout 15 
de facon a augmenter la securite et a garantir la sterilite, 
notamment lorsqu'il faudra changer "a chaud" le reser- 
voir d'egout par la suite d'un trop plein. 
[0111] Dans sa deuxieme fonction et selon le mode 
de fonctionnement du bioreacteur conformement a la fi- 20 
gure 6, le deuxieme milieu liquide dynamique F2 conte- 
nant les vecteurs de transfert genique est introduit dans 
la zone C2 de la chambre de culture par I'ouverture de 
I'electrovanne V2E2 situee sur I'une des trois branches 
de la tubulure d'entree EF2, les electrovannes V2E1 et 25 
V2E3 etant fermees. Lors de I'introduction dudit milieu, 
les deux electrovannes V2S1, V2S3 situees sur deux 
branches de la tubulure de sortie SF2 sont fermees. Ce 
milieu F2 contenant les vecteurs de transfert genique 
circulant en circuit en boucle fermee le temps necessai- 30 
re a inoculation et a I'incubation. Lorsque la procedure 
de transfert de genes est terminee, la boucle F2, repas- 
se en mode de rincage tel que decrit ci-dessus, afin de 
rincer les eventuels vecteurs residuels. Puis, le rincage 
etant fini, la culture se poursuit selon I'alternance des 35 
phases "ascendante" et "descendante" des flux F1 et 
F3. 

[0112] II convient de noter que I'un des epiphenome- 
nes non desire lors de I'inversion de flux de la phase 
descendante vers la phase montante est la possibility 40 
que le milieu F1 soit legerement contamine par des de- 
chets provenant des zones C2 et C3. Or il s'avere que 
le phenomene de dilution rend cette possible contami- 
nation negligeable. De plus, la partie proximale du con- 
duit de liaison reliant le reservoir de milieu de base F3 45 
et la chambre de culture est chargee de milieu F3 frais, 
c'est-a-dire provenant dudit reservoir, seule la partie dis- 
tale du conduit reliant la chambre de culture a l'egout, 
c'est-a-dire pres de la vanne V3, se charge en dechets. 
[01 13] La chambre de culture et le bioreacteur selon 50 
I'invention peuvent etre utilises pour la culture extracor- 
porelle de cellules animales et, a ce titre, I'invention con- 
cerne le domaine medical. A titre illustratif, la chambre 
de culture et le bioreacteur selon I'invention peuvent 
s'appliquer a la production de cellules hematopoTeti- 55 
ques ou de cellules hepatiques. 
[01 14] La presente invention trouve ainsi son applica- 
tion pour la culture extracorporelle de cellules de la 



moelle osseuse. L'hematopoTese est le processus phy- 
siologique qui permet de renouveler tous les elements 
figures du sang ( les cellules sanguines matures ayant 
une duree de vie limitee ) par la multiplication et la dif- 
ferenciation d'une cellule primitive originelle multipoten- 
te (appelee cellule souche) capable d'engendrer tous 
les types cellulaires, cellules sanguines encore appe- 
lees elements figures du sang. Ce processus est sous 
le controle de facteurs de croissance hematopoTetique, 
aussi appelees cytokines. 

[0115] La greffe de cellules hematopoTetiques imma- 
tures, appeles progeniteurs hematopoTetiques, chez un 
patient soumis a une aplasie accidentelle ou consecu- 
tive a un traitement anticancereux est un moyen de pou- 
voir relancer I'activite de la moelle osseuse lesee pour 
amorcer une reprise de I'hematopoTese. 
[0116] Ce processus implique que des progeniteurs 
-cellules a un stade precoce de developpement- soient 
preleves chez le patient parcytapherese ou directement 
par ponction de la moelle osseuse, et soient reinjectes 
apres culture afin que ces cellules puissent reconstituer 
le systeme sanguin et immunitaire du patient (dans le 
cas d'une aplasie complete) ou compenser la periode 
morbide de pancytopenie transitoire (phase de neutro- 
penic, lymphopenie et thrombopenie) afin de permettre 
la reprise hematologique endogene de la victime apla- 
siee (dans le cas d'une irradiation accidentelle). 
[0117] De meme lors d'une insuffisance hepatique 
aigue entraTnant un risque vital a tres breve echeance, 
il est necessaire de pallier les fonctions hepatiques de- 
ficientes du patient par un traitement de detoxication 
sanguine extracorporelle necessitant done un grand 
nombre d'hepatocytes pour effectuer les fonctions me- 
taboliques necessaires. La chambre de culture ainsi 
que le bioreacteur decrits ci-dessus peuvent permettre 
la production de cellules hepatiques en nombre suffi- 
sant pour obtenir un traitement efficace et une rapidite 
de detoxication compatibles avec les contraintes hemo- 
dynamiques que pose la circulation extracorporelle du 
sang du patient. 

[0118] A titre illustratif, un bioreacteur d'un volume uti- 
le qui peut varier de 50 a 1 00 ml permet de realiser une 
culture extracorporelle de cellules animales sur une pe- 
riode d'une dizaine de jours dans le cadre de la produc- 
tion d'une biomasse cellulaire a usage de greffe et/ou 
comme moyen palliatif d'une deficience. Dans le cadre 
de la reconstitution d'un modele tissulaire organise et 
hierarchise, les durees de culture autorisees par le bio- 
reacteur peuvent atteindre plusieurs mois. 
[0119] Pour une greffe de cellules de type moelle os- 
seuse (cellules hematopoTetiques), il est necessaire 
que 1 0 6 a 1 0 7 de CFU (type de cellules immatures)/ Kg 
du poids du patient soient issues de la culture. Ce seuil 
clinique qui conditionne pour partie le succes de la gref- 
fe, permet d'estimer a 1 0 10 le nombre de cellules issues 
de la culture hematopoTetique necessaires a la greffe. 
La ou les chambres de culture ainsi que le bioreacteur 
tels que decrits peuvent etre dimensionnes pour ce type 
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d'application. 

[0120] Les conditions de pH, de temperature et de 
pression partielle en oxygene pour une culture des cel- 
lules mentionnees ci-dessus seront de I'ordre de 7,4 
pour un pH de croissance, de I'ordre de 37,5 °C pour la 
temperature et une pression partielle en oxygene (en % 
de saturation) egale a 15 %. Le milieu nourricier est un 
milieu synthetique constitue de proteines ultra purifiees 
ou synthetisees et d'oligo-elements (tels que le fer, le 
selenium, la transferrine, des vitamines et autres) et 
d'un colorant vital. Ce milieu nourricier est enrichi par 
des facteurs de croissance qui sont des cytokines dont 
la concentration peut varier de 1 0 a 1 00 ng/ml selon les 
besoins. De plus, les cytokines peuvent etre stabilisees 
dans un etat biologiquement actif avec la presence d'he- 
paranes. Le milieu nourricier de base -regenerant- est 
commercialise sous les denominations commerciales 
suivantes, il peut etre du MEM-alpha ou du RPMI1640 
ou encore du IMDM. 



Revendications 

1. Chambre de culture pour la culture extracorporelle 
de cellules animales, delimitee par une enveloppe 
a axe de symetrie qui est formee d'une paroi laterale 
externe, de deux parois d'extremites et d'entrees et 
de sorties de milieux liquides dynamiques, carac- 
terisee en ce qu'elle comporte : 

a) au moins deux membranes planes filtrantes 
a seuil de coupure different, perpendiculaires a 
I'axe de symetrie ; 

b) entre les membranes, un lit de macrosup- 
ports biocompatibles favorisant I'adhesion des 
cellules en etat de culture ; 

c) deux parois d'extremites pourvues de stries 
de distribution des milieux liquides 
dynamiques ; 

d) trois couples d'entrees et de sorties des mi- 
lieux liquides dynamiques, destines a alimenter 
la chambre de culture des cellules et extraire 
selectivement les cellules cultivees, les de- 
chets resultant de leur culture et les nutriments 
en exces, dont deux des couples sont connec- 
tes aux parois d'extremites pourvues de stries 
de distribution, le troisieme etant connecte en- 
tre les deux membranes planes filtrantes. 

2. Chambre de culture selon la revendication 1, ca- 
racterisee en ce que I'une des membranes planes 
filtrantes a un seuil de coupure compris entre 0,12 
jiim et 0,99 jwn, et I'autre membrane plane filtrante 
a un seuil de coupure d'au plus 1 5 KiloDalton (KDa). 

3. Chambre de culture selon I'une ou I'autre des re- 
vendications 1 et 2, caracterisee en ce que I'une 
des membranes planes filtrantes a un seuil de cou- 



pure compris entre 0,18 |um et 0,26 jam et I'autre 
membrane plane filtrante a un seuil de coupure 
compris entre 10 et 12 KDa. 

5 4. Chambre de culture selon I'une au moins des re- 
vendications 1 a 3, caracterisee en ce que les 
deux membranes a seuil de coupure different sont 
distantes I'une de I'autre d'au plus 400 jum. 

10 5. Chambre de culture selon I'une au moins des re- 
vendications 1 a 4, caracterisee en ce que les 
macrosupports presents entre les membranes ont 
une forme cylindrique, ou polyedrique ou spheri- 
que. 

15 

6. Chambre de culture selon I'une au moins des re- 
vendications 1 a 5, caracterisee en ce que la ma- 
tiere constitutive des macrosupports est choisie 
dans le groupe des matieres minerales, des matie- 

20 res metalliques et des matieres polymeres. 

7. Chambre de culture selon la revendication 6, ca- 
racterisee en ce que la matiere constitutive des 
macrosupports est choisie dans le groupe constitue 

25 par le corail, le titane et ses alliages, les polyami- 
des. 

8. Chambre de culture selon I'une au moins des re- 
vendications 1 a 7, caracterisee en ce que le lit 

30 forme de macrosupports place entre deux membra- 
nes a seuil de coupure different, a une epaisseur 
d'au plus 400 jiim. 

9. Chambre de culture selon I'une au moins des re- 
35 vendications 1 a 8, caracterisee en ce que les 

stries de distribution des parois d'extremites sont 
organisees en un reseau principal, ces stries etant 
preferentiellement divergentes dans le sens de pro- 
pagation des milieux liquides dynamiques. 

40 

10. Chambre de culture selon I'une au moins des re- 
vendications 1 a 9, caracterisee en ce que les 

stries de distribution des parois d'extremites sont 
completees par un reseau secondaire forme de 
45 stries secondaires qui sont sensiblement perpendi- 
culaires aux stries du reseau principal. 

11. Chambre de culture selon I'une ou I'autre des re- 
vendications 9 et 10, caracterisee en ce que les 

50 reseaux principal et secondaire constituent un re- 
seau quadrille de propagation des milieux liquides 
dynamiques. 

12. Chambre de culture selon I'une au moins des re- 
55 vendications 1 a 11, caracterisee en ce que les 

stries du reseau principal et/ou du reseau secon- 
daire des parois d'extremites sont au contact des 
membranes a seuil de coupure different. 
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13. Chambre de culture selon Tune au moins des re- 
vendications 9 a 12, caracterisee en ce que les 
stries du reseau principal ont une profondeur d'au 
plus 5 mm, une largeur d'au plus 2 mm, et le pas 
compris entre deux stries adjacentes est d'au plus 5 
2 mm. 

14. Chambre de culture selon I'une au moins des re- 
vendications 9 a 12, caracterisee en ce que les 

stries du reseau secondaire ont une profondeur 10 
d'au plus 2 mm, une largeur d'au plus 2 mm. 

15. Chambre de culture selon I'une au moins des re- 
vendications 1 a 14, caracterisee en ce que I'un 
des deux couples d'entrees et de sorties F1 des mi- 15 
lieux liquides dynamiques est connecte au niveau 
d'une paroi d'extremite et alimente le milieu de cul- 
ture des cellules, par les stries de distribution, en 

un milieu nutritif comportant des facteurs de crois- 
sance par la traversee de la membrane plane fil- 20 
trante a seuil de coupure compris entre 0, 1 2 et 0,44 

16. Chambre de culture selon la revendication 15, ca- 
racterisee en ce que le couple d'entree et de sortie 25 
du milieu liquide dynamique F1 fonctionne en circuit 
ferme selon une boucle. 

17. Chambre de culture selon I'une au moins des re- 
vendications 1 a 1 6, caracterisee en ce que le cou- 30 
pie d'entree etde sortie du milieu liquide dynamique 

F2, connecte entre les deux membranes filtrantes, 
assume les fonctions d'introduction des cellules a 
cultiver et de recuperation desdites cellules culti- 
vees, de transfert de genes et de recuperation des 35 
cellules genetiquement modifiees, et d'introduction 
d'un liquide de rincage et d'elimination des molecu- 
les inhibitrices du developpement des cellules en 
culture. 

40 

18. Chambre de culture selon I'une au moins des re- 
vendications 1 a 1 7, caracterisee en ce que I'autre 
des deux couples d'entrees et de sorties du milieu 
liquide dynamique F3 est connecte en circuit ouvert 

au niveau de I'autre paroi d'extremite et alimente, 45 
par les stries de distribution, le milieu de culture des 
cellules en un milieu nutritif depourvu de facteurs 
de croissance, par la traversee de la membrane pla- 
ne filtrante a seuil de coupure d'au plus 15 KDa. 

50 

19. Chambre de culture selon I'une au moins des re- 
vendications 1 a 18, caracterisee en ce que les 

trois couples d'entrees et de sorties des milieux li- 
quides dynamiques sont places dans trois plans 
verticaux passant par I'axe de symetrie de I'enve- 55 
loppe, ces plans etant decales d'un angle d'environ 
60° entre la premiere entree et la deuxieme entree, 
et d'un angle d'environ 120° entre la premiere et la 



troisieme entree des milieux liquides dynamiques, 
les sorties desdits milieux liquides etant dans les 
memes dispositions angulaires. 

20. Bioreacteur pour la culture extracorporelle de cel- 
lules animales comprenant une chambre de culture 
delimitee par une enveloppe a axe de symetrie for- 
mee d'une paroi laterale externe, de deux parois 
d'extremites et d'entrees et de sorties de milieux li- 
quides dynamiques et comprenant des moyens de 
circulation desdits milieux dans ladite chambre, ca- 
racterise en ce qu'il comporte : 

a) une chambre de culture desdites cellules 
comportant au moins deux membranes planes 
filtrantes a seuil de coupure different, perpen- 
diculaires a I'axe de symetrie etqu'entre lesdi- 
tes membranes a seuil de coupure different se 
situe un lit de macrosupports biocompatibles 
favorisant I'adhesion des cellules en etat de 
culture, ladite chambre etant delimitee par une 
enveloppe a axe de symetrie comprenant deux 
parois d'extremites pourvues de stries de dis- 
tribution des milieux liquides dynamiques et 
trois couples d'entrees et de sorties des milieux 
liquides dynamiques F1 , F2, F3, destines a ali- 
menter la chambre de culture des cellules et a 
extraire selectivement les cellules cultivees, les 
dechets resultant de leur culture et les nutri- 
ments en exces, dont deux des couples sont 
connectes aux parois d'extremites pourvues de 
stries de distribution, le troisieme etant connec- 
te entre les deux membranes planes filtrantes ; 

b) des moyens de circulation du premier milieu 
liquide dynamique F1 selon un circuit en boucle 
fermee et un vase d'expansion R1 contenant 
ledit milieu, ces moyens etant relies a ladite 
chambre de culture ; 

c) des moyens de circulation du deuxieme mi- 
lieu liquide dynamique F2 selon un circuit en 
boucle fermee ou en boucle ouverte suivant la 
fonction attribuee audit milieu et un reservoir 
R2 contenant ledit milieu, ces moyens etant re- 
lies a ladite chambre de culture ; 

d) des moyens de circulation du troisieme mi- 
lieu liquide dynamique F3 selon un circuit en 
boucle ouverte et un reservoir R3 contenant le- 
dit milieu, ces moyens etant relies a ladite 
chambre de culture ; 

e) des moyens de controle et de regulation, et 
de conditionnement des milieux liquides dyna- 
miques, relies a un bloc de regulation-comman- 
de. 

21. Bioreacteur selon la revendications 20, caracterise 
en ce que les moyens de circulation desdits milieux 
liquides F1, F2 et F3 sont equipes respectivement 
d'une pompe P1 , P2 et P3, reliees au bloc de regu- 
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lation-commande. 

22. Bioreacteur selon les revendications 20 et 21, ca- 
racterise en ce que les moyens de circulation du 
troisieme milieu liquide dynamique F3 sont equipes 
d'une vanne V3 reliee au bloc de regulation-com- 
mande. 

23. Bioreacteur selon la revendication 20, caracterise 
en ce que le vase d'expansion R1 contenant le mi- 
lieu liquide dynamique F1 riche en facteurs de crois- 
sance est muni d'un filtre ayant un seuil de coupure 
de 0,22 jim et d'une electrovanne V1 commandee 
par le bloc de regulation-commande. 

24. Bioreacteur selon Tune au moins des revendica- 
tions 20 a 23, caracterise en ce que le vase d'ex- 
pansion R1 est muni de capteurs de niveau haut et 
de niveau bas de milieu liquide, qui servent a de- 
clencher I'inversion de la circulation des fluides au 
sein de ladite chambre de culture. 

25. Bioreacteur selon la revendication 20, caracterise 
en ce que les moyens de conditionnement des mi- 
lieux liquides dynamiques comportent des moyens 
de reglage en oxygene, en temperature et en pH 
desdits milieux. 

26. Bioreacteur selon la revendication 25, caracterise 
en ce que les moyens de conditionnement desdits 
milieux sont des modules unitaires fonctionnels, di- 
mensionnes pour une certaine valeur de transfert 
de masse ou d'energie thermique. 

27. Bioreacteur selon la revendication 26, caracterise 
en ce que les modules fonctionnels sont des aera- 
teurs, des echangeurs thermiques, des regulateurs 
de pH, ou encore des modules de dialyse, d'ultra- 
filtration. 

28. Bioreacteur selon les revendications 20 a 27, ca- 
racterise en ce qu'il comporte une chambre de cul- 
ture selon I'une au moins des revendications 1 a 1 9. 

29. Bioreacteur selon I'une au moins des revendica- 
tions 20 a 28, caracterise en ce que une pression 
p1 regne dans la zone C1 de la chambre de culture, 
situee entre la paroi d'extremite superieure et la 
membrane plane filtrante a seuil de coupure com- 
pris entre 0,12 jim a 0,44 \im, de ladite chambre. 

30. Bioreacteur selon I'une au moins des revendica- 
tions 20 a 29, caracterise en ce que une pression 
p2 regne dans la zone C2 de la chambre de culture 
comprise entre les deux membranes planes filtran- 
tes a seuil de coupure different de ladite chambre. 

31. Bioreacteur selon I'une au moins des revendica- 



tions 20 a 30, caracterise en ce que une pression 
p3 regne dans la zone C3 de la chambre de culture, 
situee entre la membrane plane filtrante a seuil de 
coupure d'au plus 15 KDa et la paroi d'extremite in- 
5 ferieure de I'enveloppe de ladite chambre. 

32. Bioreacteur selon I'une au moins des revendica- 
tions 20 a 31 , caracterise en ce que le milieu nour- 
ricier riche en facteurs de croissance F1 est draine 

10 de la zone C1 de la chambre de culture vers la zone 
C3 de ladite chambre de culture lorsque la pression 
p1 est superieure a la pression p3 etque la pression 
p2 est comprise entre p1 et p3 dans la chambre de 
culture. 

15 

33. Bioreacteur selon I'une au moins des revendica- 
tions 20 a 31 , caracterise en ce que le milieu nour- 
ricier de base depourvu en facteurs de croissance 
F3 est draine de la zone C3 de la chambre de cul- 

20 ture vers la zone C1 de ladite chambre de culture 
lorsque la pression p3 est superieure a la pression 
p1 et que la pression p2 est comprise entre p1 et 
p3 dans la chambre de culture. 

25 34. Bioreacteur selon I'une au moins des revendica- 
tions 20 a 32, caracterise en ce que I'ouverture de 
la pompe P1 permet I'alimentation de la chambre 
de culture en milieu nourricier F1 riche en facteurs 
de croissance, la pompe P3 etant a I'arret, et que 

30 la vanne V3 de contre pression est reglee de telle 
sorte que la pression p1 regnant dans la zone C1 
de ladite chambre de culture est superieure a la 
pression p3 regnant dans la zone C3 de ladite 
chambre, sachant que la pression p2 regnant dans 

35 la zone C2 est comprise entre les pressions p1 et 
P3. 

35. Bioreacteur selon la revendication 34, caracterise 
en ce que le bloc de regulation-commande pro- 

40 gramme selon une sequence particuliere inverse le 
sens de circulation des flux en arretant la pompe P1 
et en mettant en marche la pompe P3 des que le 
volume contenu dans le vase d'expansion R1 at- 
teint un niveau bas. 

45 

36. Bioreacteur selon la revendication 35, caracterise 
en ce que la vanne V3 est fermee. 

37. Bioreacteur selon les revendications 35 et 36 ca- 
50 racterise en ce que le milieu nourricier de base F3 

depourvu de facteurs de croissance permet la rea- 
limentation la chambre de culture ou la pression p3 
dans la zone C3 de ladite chambre est superieure 
a la pression p1 regnant dans la zone C1 , sachant 
55 que la pression p2 regnant dans la zone C2 est 
comprise entre les pressions p1 et p3. 

38. Bioreacteur selon I'une au moins des revendica- 
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tions 20 a 37, caracterise en ce que les pompes 
P1 et P3 sont a I'arret lorsque la configuration d'en- 
tree et de sortie de circulation du deuxieme milieu 
liquide dynamique F2 est fixee en un circuit ferme 
ou ouvert selon la fonction qu'il lui est attribuee. 

39. Bioreacteur selon la revendication 38, caracterise 
en ce que le milieu liquide dynamique F2 sert a ('in- 
troduction dans la chambre de culture des cellules 
a cultiver et a la recuperation des cellules apres cul- 
ture. 

40. Bioreacteur selon la revendication 38, caracterise 
en ce que le milieu liquide dynamique F2 sert a ('in- 
troduction de vecteur de transfert de genes dans la 
chambre de culture contenant les cellules en cultu- 
re et a la recuperation des cellules cultivees, gene- 
tiquement modifiees. 

41. Bioreacteur selon la revendication 38, caracterise 
en ce que le milieu liquide dynamique F2 sert a I'in- 
troduction d'un liquide de ringage des molecules in- 
hibitrices du developpement des cellules en culture 
et a I'elimination desdites molecules. 

42. Bioreacteur selon la revendication 39, caracterise 
en ce que pour I'inoculation dudit milieu F2 dans la 
zone C2 de la chambre de culture cellulaire au tra- 
vers d'un septum biocompatible a I'aide d'une se- 
ringue, I'electrovanne V2E1 est ouverte, alors que 
les electrovannes V2E2, V2E3, V2S1, V2S2 et 
V2S3 sont fermees. 

43. Bioreacteur selon la revendication 39, caracterise 
en ce que pour la recuperation des cellules apres 
culture dans la chambre de culture, I'electrovanne 
V2S1 est ouverte, les electrovannes V2E2, V2E3, 
V2S2, et V2S3 sont fermees et la pompe P2 est mi- 
se en route pour purger le contenu de la zone C2 
dans la poche de collecte cellulaire. 

44. Bioreacteur selon la revendication 41, caracterise 
en ce que pour I'elimination des molecules inhibi- 
trices lorsque le deuxieme milieu F2 contient les 
elements necessaires au ringage de I'espace de 
confinement cellulaire, lors de I'introduction dudit 
milieu I'electrovanne V2E3 est ouverte et les elec- 
trovannes V2E1 , V2E2 sont fermees. 

45. Bioreacteur selon la revendication 41, caracterise 
en ce que ce deuxieme milieu F2 de ringage circule 
en continu en boucle ouverte et que lors de I'intro- 
duction etde la recuperation dudit milieu de ringage 
les electrovannes V2E1, V2E2, V2S1, V2S2 sont 
fermees, les electrovannes V2E3, V2S3 sont 
ouvertes. 

46. Bioreacteur selon la revendication 40, caracterise 



en ce que, pour I'inoculation des vecteurs de trans- 
fert genique contenu dans ledit milieu F2 circulant 
en circuit ferme dans la zone C2 de la chambre de 
culture cellulaire, I'electrovanne V2E2 est ouverte, 
5 alors que les electrovannes V2E1, V2E3, V2S1, 

V2S3 sont fermees. 

47. Bioreacteur selon I'une au moins des revendica- 
tions 20 a 46, caracterise en ce que le bloc de re- 

10 gulation-commande regoit I'ensemble des informa- 
tions relatives aux milieux liquides dynamiques F1 , 
F2, F3, par les moyens de controle et de regulation, 
et les informations relatives aux divers reservoirs, 
pompes, vannes et pressions regnant dans les zo- 

15 nes C1 , C2, C3 de la chambre de culture, les gere 
et emet les ordres de fonctionnement necessaires. 



Patentanspriiche 

20 

1. Kulturraum zur auBerkorperlichen Tierzellenkultur, 
abgegrenzt durch eine Umhullung, die eine Sym- 
metrieachse aufweist, und gebildet durch eine au- 
Gere Seitenwand, zwei Endwande und Eingange 

25 und Ausgange fur dynamische flussige Medien, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie umfasst: 

a) wenigstens zwei plane Filtermembrane mit 
unterschiedlicher Durchlassschwelle, senk- 

30 recht zu der Symmetrieachse; 

b) zwischen den Membranen, ein biokompati- 
beles Makrotragerbett, das die Haftung derZel- 
len im Kulturzustand begunstigt; 

c) zwei Endwande mit Verteilungsrillen der dy- 
35 namischen flussigen Medien; 

d) drei Eingangs- und Ausgangspaare der dy- 
namischen flussigen Medien, bestimmt zur 
Versorgung des Kulturraums der Zellen und zur 
selektiven Entnahme der kultivierten Zellen, 

40 der aus ihrer Kultivierung resultierenden Abfal- 

le und der uberschussigen Nahrstoffe, wobei 
zwei der genannten Paare an die Verteilungs- 
rillen aufweisenden Endwanden angeschlos- 
sen sind und das dritte zwischen den beiden 

45 planen Filtermembranen angeschlossen ist. 

2. Kulturraum nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass eine der planen Filtermembrane ei- 
ne Durchlassschwelle zwischen 0,12 jum und 0,44 

50 jum hat, und die andere plane Filtermembran eine 
Durchlassschwelle von hochstens 15 Kilodalton 
(KDa) hat. 

3. Kulturraum nach einem der Anspruche 1 und 2, da- 
55 durch gekennzeichnet, dass eine der planen Fil- 
termembrane eine Durchlassschwelle zwischen 
0,1 8 jum und 0,26 jum hat, und die andere plane Fil- 
termembran eine zwischen 10 und 12 KDa enthal- 



15 



29 

tene Durchlassschwelle hat. 

4. Kulturraum nach wenigstens einem der Anspruche 
1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die beiden 
Membrane mit unterschiedlicher Durchlassschwel- 5 
le einen Abstand von hochstens 400 jum haben. 

5. Kulturraum nach wenigstens einem der Anspruche 
1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die zwi- 
schen den Membranen vorhandenen Makrotrager 10 
eine zylindrische oder polyedrische oder sphari- 
sche Form aufweisen. 

6. Kulturraum nach wenigstens einem der Anspruche 

1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass das die 15 

Makrotrager bildende Material ausgewahlt wird aus 
der Gruppe der mineralischen Materialien, der me- 
tallischen Materialien und der polymeren Materiali- 
en. 

20 

7. Kulturraum nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das die Makrotrager bildende Ma- 
terial ausgewahlt wird aus der Gruppe, die gebildet 
wird durch Korallen, Titan und seine Legierungen, 
Polyamide. 25 

8. Kulturraum nach wenigstens einem der Anspruche 
1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass das durch 
Makrotrager gebildete und zwischen zwei Membra- 
nen mit unterschiedlicher Durchlassschwelle be- 30 
findliche Bett eine Dicke von hochstens 400 jum hat. 

9. Kulturraum nach wenigstens einem der Anspruche 
1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Ver- 
teilungsrillen der Endwande ein Hauptnetz bilden, 35 
wobei diese Rillen vorzugsweise in der Ausbrei- 
tungsrichtung der dynamischen flussigen Medien 
divergieren. 

10. Kulturraum nach wenigstens einem der Anspruche 40 
1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Ver- 
teilungsrillen der Endwande durch ein Sekunda- 
metz vervollstandigt werden, das durch Sekundar- 
rillen gebildet wird, die im Wesentlichen senkrecht 
sind zu den Rillen des Hauptnetzes. 45 

1 1 . Kulturraum nach dem einem oder dem anderen der 
Anspruche 9 und 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Hauptnetz und des Sekundametz ein Git- 
temetz zur Ausbreitung der dynamischen flussigen 50 
Medien bilden. 

12. Kulturraum nach wenigstens einem der Anspruche 
1 bis 11 , dadurch gekennzeichnet, dass die Rillen 
des Hauptnetzes und/oderdes Sekundametzesder 55 
Endwande in Kontakt sind mit den Membranen mit 
unterschiedlicher Durchlassschwelle. 



30 

13. Kulturraum nach wenigstens einem der Anspruche 
1 bis 1 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Rillen 
des Hauptnetzes eine Tiefe von wenigstens 5 mm 
und eine Breite von hochstens 2 mm haben, und 
dass der zwischen zwei benachbarten Rillen ent- 
haltene Abstand hochstens 2 mm betragt. 

14. Kulturraum nach wenigstens einem der Anspruche 
1 bis 1 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Rillen 
des Sekundametzes eine Tiefe von hochstens 2 
mm und eine Breite von hochstens 2 mm haben. 

15. Kulturraum nach wenigstens einem der Anspruche 
1 bis 1 4, dadurch gekennzeichnet, dass eines der 
beiden Eingangs- und Ausgangspaare F1 der dy- 
namischen flussigen Medien in gleicher Hohe einer 
Endwand angeschlossen ist und den Nahrboden 
der Zellen durch die Verteilungsrillen mit einem 
Wachstumsfaktoren umfassenden Nahrmedium 
versorgt, durch die plane Filtermembran mit einer 
zwischen 0,12 und 0,44 enthaltenen Durch- 
lassschwelle hindurch. 

16. Kulturraum nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Eingangs- und Ausgangspaar 
des dynamischen flussigen Mediums F1 als ge- 
schlossener Kreislauf gemaB einer Schleife funktio- 
niert. 

17. Kulturraum nach wenigstens einem der Anspruche 
1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass das Ein- 
gangs- und Ausgangspaar des dynamischen flus- 
sigen Mediums F2, angeschlossen zwischen den 
beiden Filtermembranen, die Funktionen der Ein- 
fuhrung der zu kultivierenden Zellen und der Ruck- 
gewinnung der kultivierten Zellen, des Transfers 
der Gene und der Ruckgewinnung der genetisch 
modifizierten Zellen, und der Einfuhrung einer Flus- 
sigkeitzum Spulen und Eliminieren der die Entwick- 
lung der Zellkultur hemmenden Molekule. 

18. Kulturraum nach wenigstens einem der Anspruche 
1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass das an- 

dere der beiden Eingangs- und Ausgangspaare des 
dynamischen flussigen Mediums F3 als offener 
Kreislauf in Hohe der anderen Endwand ange- 
schlossen ist und durch die Verteilungsrillen den 
Nahrboden der Zellen mit einem Nahrmedium ohne 
Wachstumsfaktoren versorgt, durch die plane Fil- 
termembran mit der Durchlassschwelle von hoch- 
stens 15 kDa hindurch. 

19. Kulturraum nach wenigstens einem der Anspruche 
1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass die drei 
Eingangs- und Ausgangspaare der dynamischen 
flussigen Medien sich in drei vertikalen Ebenen be- 
finden, durchquert von der Symmetrieachse der 
Umhullung, wobei diese Ebenen zwischen dem er- 
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sten Eingang und dem zweiten Eingang der dyna- 
mischen flussigen Medien um einen Winkel von un- 
gefahr 60° versetzt sind und zwischen dem ersten 
und dem dritten Eingang um einen Winkel von un- 
gefahr 120°, wobei fur die Ausgange in Bezug auf 
die Winkel dieselbe Anordnung gilt. 

20. Bioreaktor zur auBerkorperlichen Tierzellenkultur, 
mit einem Kulturraum, abgegrenzt durch eine Um- 
hullung, die eine Symmetrieachse aufweist, und ge- 
bildet durch eine auBere Seitenwand, zwei End- 
wande und Eingange und Ausgange fur dynami- 
sche flussige Medien, und mit Zirkulationseinrich- 
tungen der genannten Medien in dem genannten 
Kulturraum, 

dadurch gekennzeichnet, dass er umfasst: 

a) einen Kulturraum der genannten Zellen mit 
wenigstens zwei planen Filtermembranen mit 
unterschiedlicher Durchlassschwelle, senk- 
recht zu der Symmetrieachse, und zwischen 
den Membranen mit unterschiedlicher Durch- 
lassschwelle ein biokompatibles Makrotrager- 
bett, das die Haftung der Zellen im Kulturzu- 
stand begunstigt, wobei der genannte Kultur- 
raum durch eine Umhullung mit Symmetrieach- 
se abgegrenzt wird, die zwei Endwande mit 
Verteilungsrillen der dynamischen flussigen 
Medien umfasst und drei Eingangs- und Aus- 
gangspaare der dynamischen flussigen Medi- 
en F1 ,F2 und F3, bestimmt zur Versorgung 
des Kulturraums der Zellen und zur selektiven 
Entnahme der kultivierten Zellen, der aus ihrer 
Kultur resultierenden Abfalle und der uber- 
schussigen Nahrstoffe, wobei zwei der ge- 
nannten Paare an die Verteilungsrillen aufwei- 
senden Endwanden angeschlossen sind und 
das dritte zwischen den beiden planen Filter- 
membranen angeschlossen ist; 

b) Zirkulationseinrichtungen des ersten dyna- 
mischen flussigen Mediums F1 als Kreislauf in 
Form einergeschlossenen Schleife und ein das 
genannte Medium enthaltendes Expansions- 
gefaB R1, wobei diese Einrichtungen mit dem 
genannten Kulturraum verbunden sind; 

c) Zirkulationseinrichtungen des zweiten dyna- 
mischen flussigen Mediums F2 als Kreislauf in 
geschlossener Schleife oder in offener Schlei- 
fe, abhangig von der jeweiligen Funktion des 
genannten Mediums, wobei diese Einrichtun- 
gen mit dem genannten Kulturraum verbunden 
sind; 

d) Zirkulationseinrichtungen des dritten dyna- 
mischen flussigen Mediums F3 gemaB einem 
Kreislauf in offener Schleife und einem das ge- 
nannte Medium enthaltenden Speicher R3, wo- 
bei diese Einrichtungen mit dem genannten 
Kulturraum verbunden sind; 



e) Einrichtungen zur Kontrolle und Regelung 
sowie solche zur Konditionierung der dynami- 
schen flussigen Medien, verbunden mit einer 
Regelungs-Steuerungsgruppe. 

5 

21. Bioreaktor nach Anspruch 20, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Zirkulationseinrichtungen der 
genannten flussigen Medien F1 , F2 und F3 jeweils 
mit einer Pumpe P1, P2 und P3 ausgerustet sind, 

10 die mit der Regelungs-Steuerungsgruppe verbun- 
den sind. 

22. Bioreaktor nach den Anspruchen 20 und 21, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Zirkulationsein- 

15 richtungen des dritten dynamischen flussigen Me- 
diums F3 mit einem mit der Regelungs-Steuerungs- 
gruppe verbundenen Ventil V3 ausgerustet sind. 

23. Bioreaktor nach Anspruch 20, dadurch gekenn- 
20 zeichnet, dass das ExpansionsgefaB R1 das 

wachstumsfaktorenreiche dynamische flussige Me- 
dium F1 enthalt und mit einem Filter mit einer 
0,22|um-Durchlassschwelle und einem Eletroventil 
V1 ausgestattet ist, das durch die Regelungs- 
25 Steuerungsgruppe gesteuert wird. 

24. Bioreaktor nach wenigstens einem der Anspruche 
20 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass das Ex- 
pansionsgefaB R1 mit Sensoren fur ein oberes Ni- 

30 veau und ein unteres Niveau ausgestattet ist, die 
dazu dienen, die Umkehrung der Zirkulation der 
Fluide im Innern des genannten Kulturraums aus- 
zulosen. 

35 25. Bioreaktor nach Anspruch 20, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Konditionierungseinrichtungen 
der dynamischen flussigen Medien Einrichtungen 
zur Regelung des Sauerstoffgehalts, der Tempera- 
tur und des pH-Werts dieser Medien umfassen. 

40 

26. Bioreaktor nach Anspruch 25, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Konditionierungseinrichtungen 
derdynamischen flussigen Medien funktionelle Ein- 
heitsmodule sind, dimensioniert fur einen bestimm- 

45 ten Massen- oder Warmeenergietransferwert. 

27. Bioreaktor nach Anspruch 26, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die funktionellen Module Belufter, 
Warmeaustauscher, pH-Regulatoren oder auch 

50 Module zur Dialyse, Ultrafiltrierung sind. 

28. Bioreaktor nach den Anspruchen 20 bis 27, da- 
durch gekennzeichnet, dass er einen Kulturraum 
nach wenigstens einem der Anspruche 1 bis 1 9 um- 

55 fasst. 

29. Bioreaktor nach wenigstens einem der Anspruche 
20 bis 28, dadurch gekennzeichnet, dass ein 
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Druck p1 in der Zone C1 des genannten Kultur- 
raums herrscht, die sich zwischen der oberen End- 
wand des genannten Raums und der planen Filter- 
membran mit der Durchlassschwelle 0,12 jwn bis 
0,44 |um befindet. 5 

30. Bioreaktor nach wenigstens einem der Anspruche 
20 bis 29, dadurch gekennzeichnet, dass ein 

Druck p2 in der Zone C2 des Kulturraums herrscht, 
die sich zwischen den beiden planen Filtermembra- 10 
nen mit unterschiedlichen Durchlassschwellen be- 
findet. 

31. Bioreaktor nach wenigstens einem der Anspruche 

20 bis 30, dadurch gekennzeichnet, dass ein 15 

Druck p3 in der Zone C3 des genannten Kultur- 
raums herrscht, die sich zwischen der planen Filter- 
membran mit der Durchlassschwelle von hochstens 
15 kDa und der unteren Endwand der Umhullung 
des genannten Raums befindet. 20 

32. Bioreaktor nach wenigstens einem der Anspruche 
20 bis 31, dadurch gekennzeichnet, dass das 

wachstumsfaktorenreiche Nahrmedium F1 aus der 
Zone C1 des Kulturraums in die Zone C3 des ge- 25 
nannten Kulturraums draniert wird, wenn der Druck 
p1 groGer ist als der Druck p3, und dass der Druck 
p2 in dem Kulturraum zwischen p1 und p3 enthalten 
ist. 

30 

33. Bioreaktor nach wenigstens einem der Anspruche 
20 bis 31, dadurch gekennzeichnet, dass das 

wachstumsfaktorenlose Nahrmedium F3 aus der 
Zone C3 des Kulturraums in die Zone C1 des ge- 
nannten Kulturraums draniert wird, wenn der Druck 35 
p3 groGer ist als der Druck p1 , und dass der Druck 
p2 in dem Kulturraum zwischen p1 und p3 enthalten 
ist. 

34. Bioreaktor nach wenigstens einem der Anspruche 40 
20 bis 32, dadurch gekennzeichnet, dass die Off- 
nung bzw. Inbetriebnahme der Pumpe P1 die Ver- 
sorgung des Kulturraums mit wachstumsfaktoren- 
reichem Nahrmedium F1 ermoglicht, wobei die 
Pumpe P3 stillsteht, und dass das Gegendruckven- 45 
til V3 so geregelt bzw. eingestellt ist, dass der in der 
Zone C1 des genannten Kulturraums herrschende 
Druck p1 hoher ist als der in der Zone C3 des ge- 
nannten Raums herrschende Druck p3, wissend 
dass der in der Zone C2 herrschende Druck p2 zwi- 50 
schen den Drucken p1 und p3 enthalten ist. 

35. Bioreaktor nach Anspruch 34, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der gemaG einer speziellen Se- 
quenz programmierte Regelungs-Steuerungsblock 55 
die Zirkulationsrichtung der Flusse umkehrt, indem 
erdie Pumpe P1 ausschaltetunddie Pumpe P3 ein- 
schaltet, sobald das in dem ExpansionsgefaG R1 



enthaltene Volumen ein unteres Niveau erreicht. 

36. Bioreaktor nach Anspruch 35, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Ventil V3 geschlossen ist. 

37. Bioreaktor nach den Anspruchen 35 und 36, da- 
durch gekennzeichnet, dass das wachstumsfak- 
torenlose Grundstoff-Nahrmedium die Neuversor- 
gung des Kulturraums ermoglicht, wo bzw. wenn 
der Druck p3 in der Zone C3 des genannten Raums 
hoher ist als der in der Zone C1 herrschende Druck 
p1 , wissend dass der in der Zone C2 herrschende 
Druck p2 zwischen den Drucken p1 und p3 enthal- 
ten ist. 

38. Bioreaktor nach wenigstens einem der Anspruche 
20 bis 37, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Pumpen P1 und P3 stillstehen, wenn die Eingangs- 
und Ausgangszirkulationskonfiguration des zwei- 
ten dynamischen flussigen Mediums F2 in Abhan- 
gigkeit von der ihr zugeteilten Funktion als ge- 
schlossener oder offener Kreislauf festgelegt ist. 

39. Bioreaktor nach Anspruch 38, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das dynamische flussige Medium 
F2 zur Einfuhrung der zu kultivierenden Zellen und 
der Ruckgewinnung der kultivierten Zellen dient. 

40. Bioreaktor nach Anspruch 38, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das dynamische flussige Medium 
F2 zur Einfuhrung von Genen in den die Zellkultur 
enthaltenden Kulturraum und bei der Ruckgewin- 
nung der kultivierten, genetisch modifizierten Zellen 
als Transfervektor dient. 

41. Bioreaktor nach Anspruch 38, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das dynamische flussige Medium 
F2 zur Einfuhrung einer Flussigkeit zum Ausspulen 
der die Entwicklung der Zellkultur hemmenden Mo- 
lekule und zur Elimination dieser Molekule dient. 

42. Bioreaktor nach Anspruch 39, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass fur die Inokulation des genannten 
Mediums F2 in der Zone C2 des Zellkulturraums 
durch ein biokompatibles Septum hindurch, mit H li- 
fe einer Spritze, das Elektroventil V2E1 geoffnet 
wird, wahrend die Elektroventile V2E2, V2E3, 
V2S1 , V2S2 und V2S3 geschlossen werden. 

43. Bioreaktor nach Anspruch 39, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass fur die Ruckgewinnung der Zellen 
nach der Kultur aus dem Kulturraum das Elektro- 
ventil V2S1 geoffnet wird, die Elektroventile V2E2, 
V2E3, V2S2 und V2S3 geschlossen werden und die 
Pumpe P2 in Betrieb genommen wird, urn den Inhalt 
der Zone C2 in den Zellensammelbehalter zu ent- 
leeren. 
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44. Bioreaktor nach Anspruch 41, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass - zur Elimination der entwicklungs- 
hemmenden Molekule - wenn das zweite Medium 
F2 die zum Spulen des ZelleneinschlieBungsraums 
notigen Elemente enthalt, bei der Einfuhrung die- 
ses Mediums das Elektroventil V2E3 geoffnet ist 
und die Elektroventile V2E1, V2E2 geschlossen 
sind. 

45. Bioreaktor nach Anspruch 41, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das zweite Spulmedium F2 konti- 
nuierlich in einer offenen Schleife zirkuliert, und 
dass bei der Einfuhrung und der Ruckgewinnung 
dieses Spulmediums die Elektroventile V2E1, 
V2E2, V2S1 , V2S2 geschlossen sind und die Elek- 
troventile V2E3, V2S3 geoffnet sind. 

46. Bioreaktor nach Anspruch 40, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass fur die Inokulation der genetischen 
Transfervektoren, enthalten in dem in einem ge- 
schlossenen Kreislauf in der Zone C2 des Kultur- 
raums zirkulierenden Medium F2, das Elektroventil 
V2E2 geoffnet wird, wahrend die Elektroventile 
V2E1 , V2E3, V2S1 , V2S3 geschlossen werden. 

47. Bioreaktor nach wenigstens einem der Anspruche 
20 bis 46, dadurch gekennzeichnet, dass die Re- 
gelungs-Steuerungsgruppe die Gesamtheit der In- 
formationen bezuglich der dynamischen flussigen 
Medien F1 , F2, F3 - geliefert durch die Kontroll- und 
Regelungseinrichtungen - und die Informationen 
bezuglich der diversen Speicher bzw. Behalter, 
Pumpen, Ventile und der in den Zonen C1 , C2, C3 
des Kulturraums herrschenden Drucke erhalt, sie 
verarbeitet und die notigen Betriebsbefehle aus- 
sendet. 



Claims 

1. Culture chamber for the extracorporeal culture of 
animal cells, delimited by a casing with an axis of 
symmetry formed by an external lateral wall, two 
end walls and dynamic liquid media inlets and out- 
lets, characterised in that it comprises : 

a) at least two plane filtering membranes with 
a different cut-off threshold, perpendicular to 
the axis of symmetry ; 

b) between the membranes, a bed of biocom- 
patible macrosubstrates favouring adhesion of 
the cells under culture conditions ; 

c) two end walls provided with dynamic liquid 
medium distribution grooves ; 

d) three dynamic liquid medium inlet and outlet 
pairs, intended to supply the cells culture cham- 
ber and selectively extract the cultured cells, 
the waste resulting from the culture thereof and 



excess nutrients, wherein two of the pairs are 
connected to the end walls provided with distri- 
bution grooves, the third being connected be- 
tween the two plane filtering membranes. 

5 

2. Culture chamber according to claim 1, character- 
ised in that one of the plane filtering membranes 
has a cut-off threshold between 0.12 jim and 0.44 
jwn, and the other plane filtering membrane has a 

10 cut-off threshold of not more than 15 KiloDalton 
(KDa). 

3. Culture chamber according to one at least of claims 
1 or 2, characterised in that one of the plane filter- 
's ing membranes has a cut-off threshold between 

0.18 jiim and 0.26 jim and the other plane filtering 
membrane has a cut-off threshold between 1 0 and 
12 KDa. 

20 4. Culture chamber according to one at least of claims 
1 to 3, characterised in that the two membranes 
with different cut-off thresholds are at a distance of 
not more than 400 jum from each other. 

25 5. Culture chamber according to one at least of claims 
1 to 4, characterised in that the macrosubstrates 
present between the membranes have a cylindrical, 
polyhedral or spherical shape. 

30 6. Culture chamber according to one at least of claims 
1 to 5, characterised in that the constituent sub- 
stance of the macrosubstrates is selected from the 
group of mineral substances, metallic substances 
and polymer substances. 

35 

7. Culture chamber according to claim 6, character- 
ised in that the constituent substance of the mac- 
rosubstrates is selected from the group consisting 
of coral, titanium and alloys thereof, polyamides. 

40 

8. Culture chamber according to one at least of claims 
1 to 7, characterised in that the bed formed of 
macrosubstrates placed between two membranes 
with a different cut-off threshold is not more than 

45 400 jiim thick. 

9. Culture chamber according to one at least of claims 
1 to 8, characterised in that the distribution 
grooves of the end walls are organised into a main 

50 network, said grooves being preferentially diver- 
gent in the direction of dynamic liquid medium prop- 
agation. 

10. Culture chamber according to one at least of claims 
55 1 to 9, characterised in that the distribution 

grooves of the end walls are completed by a sec- 
ondary network formed by secondary grooves, 
which are appreciably perpendicular to the grooves 
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of the main network. 

1 1 . Culture chamber according to one at least of claims 
9 or 10, characterised in that the main and sec- 
ondary network form a gridded dynamic liquid me- 5 
dium propagation network. 

12. Culture chamber according to one at least of claims 
1 to 11, characterised in that the grooves of the 
main network and/or the secondary network of the 10 
end walls are in contact with the membranes with 
different cut-off levels. 

13. Culture chamber according to one at least of claims 

9 to 12, characterised in that the grooves of the 15 
main network are not more than 5 mm deep, not 
more than 2 mm wide, and the pitch between two 
adjacent grooves is not more than 2 mm. 

14. Culture chamber according to one at least of claims 20 
9 to 12, characterised in that the grooves of the 
secondary network are not more than 2 mm deep 
and not more than 2 mm wide. 

15. Culture chamber according to one at least of claims 25 
1 to 14, characterised in that one of the two dy- 
namic liquid medium inlet and outlet pairs F1 is con- 
nected at an end wall and supplies the cell culture 
medium, via the distribution grooves, with a nutrient 
medium comprising growth factors through the 30 
plane filtering membrane with a cut-off threshold 
between 0.12 and 0.44 jum. 

16. Culture chamber according to claim 15, character- 
ised in that the inlet and outlet pair of the dynamic 35 
liquid medium F1 operates in a closed circuit ac- 
cording to a loop. 

17. Culture chamber according to one at least of claims 

1 to 16, characterised in that the inlet and outlet 40 
pair of the dynamic liquid medium F2, connected 
between the two filtering membranes, carries out 
the functions consisting of introducing the cells to 
be cultured and retrieving said cultured cells, trans- 
ferring genes and retrieving the genetically modified 45 
cells, and introducing a flushing liquid and eliminat- 
ing molecules inhibiting the growth of the cells in 
culture. 

18. Culture chamber according to one at least of claims 50 
1 to 1 7, characterised in that the other of the two 
inlet and outlet pairs of the dynamic liquid medium 

F3 is connected in an open circuit at the other end 
wall and supplies, via the distribution grooves, the 
cell culture medium with a growth factor-free nutri- 55 
ent medium, through the plane filtering membrane 
with a cut-off threshold of not more than 15 KDa. 



19. Culture chamber according to one at least of claims 
1 to 18, characterised in that the three dynamic 
liquid media inlet and outlet pairs are placed in the 
three vertical planes passing through the axis of 
symmetry of the casing, said planes being offset by 
an angle of approximately 60° between the first inlet 
and the second inlet, and an angle of approximately 
120° between the first and third dynamic liquid me- 
dia inlet, the outlets of said liquid media being in the 
same angular arrangements. 

20. Bioreactor for the extracorporeal culture of animal 
cells comprising a culture chamber delimited by a 
casing with an axis of symmetry formed by an ex- 
ternal lateral wall, two end walls and dynamic liquid 
media inlets and outlets and comprising circulation 
means of said media in said chamber, character- 
ised in that it comprises: 

a) a culture chamber for said cells comprising 
at least two plane filtering membranes with a 
different cut-off threshold, perpendicular to the 
axis of symmetry and between said mem- 
branes with a different cut-off threshold is locat- 
ed a bed of biocompatible macrosubstrates fa- 
vouring adhesion of the cells under culture con- 
ditions, said chamber being delimited by a cas- 
ing with an axis of symmetry comprising two 
end walls provided with dynamic liquid media 
distribution grooves and three inlet and outlet 
pairs of the dynamic liquid media F1, F2, F3, 
intended to supply the cell culture chamber and 
selectively extract the cultured cells, the waste 
resulting from the culture thereof and excess 
nutrients, wherein two of the pairs are connect- 
ed to the end walls provided with distribution 
grooves, the third being connected between the 
two plane filtering membranes ; 

b) circulation means of the first dynamic liquid 
medium F1 along a closed loop circuit and an 
expansion vessel R1 containing said medium, 
said means being connected to said culture 
chamber ; 

c) circulation means of the second dynamic liq- 
uid medium F2 along a closed loop or open loop 
circuit according to the function attributed to 
said medium and a container R2 containing 
said medium, said means being connected to 
said culture chamber ; 

c) circulation means of the third dynamic liquid 
medium F3 along an open loop circuit and a 
container R3 containing said medium, said 
means being connected to said culture 
chamber ; 

e) dynamic liquid media monitoring and control 
and conditioning means, connected to a moni- 
toring and control unit. 
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21. Bioreactor according to claim 20, characterised in 
that the circulation means of said liquid media F1, 
F2 and F3 are equipped with a pump P1, P2 and 
P3 respectively, connected to the monitoring and 
control unit. 

22. Bioreactor according to claims 20 and 21 , charac- 
terised in that the circulation means of the third dy- 
namic liquid medium F3 are equipped with a valve 
V3 connected to the monitoring and control unit. 

23. Bioreactor according to claim 20, characterised in 
that the expansion vessel R1 containing the growth 
factor-rich dynamic liquid medium F1 is equipped 
with a filter having a cut-off threshold of 0.22 jum 
and an electrovalve VI controlled by the monitoring 
and control unit. 

24. Bioreactor according to one at least of claims 20 to 
23, characterised in that the expansion vessel R1 
is equipped with liquid medium high level and low 
level sensors, which are used to trigger fluid circu- 
lation inversion within said culture chamber. 

25. Bioreactor according to claim 20, characterised in 
that the dynamic liquid media conditioning means 
comprise means to adjust the oxygen, temperature 
and pH of said media. 

26. Bioreactor according to claim 25, characterised in 
that the conditioning means of said media are func- 
tional unit modules, designed for a specific mass or 
thermal energy transfer value. 

27. Bioreactor according to claim 26, characterised in 
that the functional modules are aerators, heat ex- 
changers, pH regulators, or dialysis, ultrafiltration 
modules. 

28. Bioreactor according to claims 20 to 27, character- 
ised in that it comprises a culture chamber accord- 
ing to one at least of claims 1 to 1 9. 

29. Bioreactor according to one at least of claims 20 to 

28, characterised in that a pressure p1 is applied 
in the zone C1 of the culture chamber, located be- 
tween the upper end wall and the plane filtering 
membrane with a cut-off threshold between 0.12 
|Lim and 0.44 jum, of said chamber. 

30. Bioreactor according to one at least of claims 20 to 

29, characterised in that a pressure p2 is applied 
in the zone C2 of the culture chamber comprised 
between the two plane filtering membranes with dif- 
ferent cut-off thresholds of said chamber. 

31 . Bioreactor according to one at least of claims 20 to 

30, characterised in that a pressure p3 is applied 



in the zone C3 of the culture chamber, located be- 
tween the plane filtering membrane with a cut-off 
threshold of not more than 15 KDa and the lower 
end wall of the casing of said chamber. 

5 

32. Bioreactor according to one at least of claims 20 to 

31 , characterised in that the growth factor-rich nu- 
trient medium F1 is drained from the zone C1 of the 
culture chamber to the zone C3 of said culture 

10 chamber when the pressure p1 is greater than the 
pressure p3 and that the pressure p2 is between p1 
and p3 in the culture chamber. 

33. Bioreactor according to one at least of claims 20 to 
15 31 j characterised in that the growth factor-free nu- 
trient medium F3 is drained from the zone C3 of the 
culture chamber to the zone C1 of said culture 
chamber when the pressure p3 is greater than the 
pressure p1 and that the pressure p2 is between p1 

20 and p3 in the culture chamber. 

34. Bioreactor according to one at least of claims 20 to 

32, characterised in that the opening of the pump 
P1 enables the supply of the culture chamber with 

25 growth factor-rich nutrient medium F1 , the pump P3 
being shut down, and that the back-pressure valve 
V3 is set such that the pressure p1 applied in the 
zone C1 of said culture chamber is greater than the 
pressure p3 applied in the zone C3 of said chamber, 
30 given that the pressure p2 applied in the zone C2 
is between the pressures p1 and p3. 

35. Bioreactor according to claim 34, characterised in 
that the monitoring and control unit programmed 

35 according to a specific sequence inverts the direc- 
tion of circulation of the flows by shutting down the 
pump P1 and starting up the pump P3 when the vol- 
ume contained in the expansion vessel R1 reaches 
a low level. 

40 

36. Bioreactor according to claim 35, characterised in 
that the valve V3 is closed. 

37. Bioreactor according to claims 35 and 36 charac- 
45 terised in that the growth factor-free basic nutrient 

medium F3 enables the replenishment of the cul- 
ture chamber where the pressure p3 in the zone C3 
of said chamber is greater than the pressure p1 ap- 
plied in the zone C1 , given that the pressure p2 ap- 
50 plied in the zone C2 is between the pressures p1 
and p3. 

38. Bioreactor according to one at least of claims 20 to 
37, characterised in that the pumps P1 and P3 are 

55 shut down when the circulation inlet and outlet con- 
figuration of the second dynamic liquid medium F2 
is set to a closed or open circuit according to the 
function attributed. 
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the various containers, pumps, valves and pres- 
sures applied in the zones C1 , C2, C3 of the culture 
chamber, handles them and transmits the operating 
orders required. 

40. Bioreactor according to claim 38, characterised in 
that the dynamic liquid medium F2 is used to intro- 
duce the gene transfer vector into the culture cham- 
ber containing the cells in culture and recover the 
genetically modified cultured cells. 10 

41. Bioreactor according to claim 38, characterised in 
that the dynamic liquid medium F2 is used to intro- 
duce aflushing liquid for the molecules inhibiting the 
growth of the cells in culture and eliminate said mol- 15 
ecules. 

42. Bioreactor according to claim 39, characterised in 
that for the inoculation of said medium F2 in the 
zone C2 of the cell culture chamber via a biocom- 20 
patible septum using a syringe, the electrovalve 
V2E1 is open, whereas the electrovalves V2E2, 
V2E3, V2S1 , V2S2 and V2S3 are closed. 

43. Bioreactor according to claim 39, characterised in 25 
that for the retrieval of the cells after culture in the 
culture chamber, the electrovalve V2S1 is opened, 

the electrovalves V2E2, V2E3, V2S2, and V2S3 are 
closed and the pump P2 is started up to drain the 
contents of the zone C2 in the cell collection pouch. 30 

44. Bioreactor according to claim 41 , characterised in 
that for the elimination of the inhibitory molecules 
when the second medium F2 contains the elements 
required for rinsing the cell confinement volume, 35 
during the introduction of said medium, the electro- 
valve V2E3 is opened and the electrovalves V2E1 , 
V2E2 are closed. 

45. Bioreactor according to claim 41 , characterised in 40 
that said second rinsing medium F2 circulates con- 
tinuously in an open loop and that during the intro- 
duction and retrieval of said rinsing medium, the 
electrovalves V2E1 , V2E2, V2S1 , V2S2 are closed, 

the electrovalves V2E3, V2S3 are open. 45 

46. Bioreactor according to claim 40, characterised in 
that, for the inoculation of the gene transfer vectors 
contained in said medium F2 circulating in a closed 
circuit in the zone C2 of the cell culture chamber, 50 
the electrovalve V2E2 is opened, whereas the elec- 
trovalves V2E1, V2E3, V2S1, V2S3 are closed. 

47. Bioreactor according to one at least of claims 20 to 

46, characterised in that the monitoring and con- 55 
trol unit receives all the information relating to the 
dynamic liquid media F1 , F2, F3, by the monitoring 
and control means, and the information relating to 



39. Bioreactor according to claim 38, characterised in 
that the dynamic liquid medium F2 is used to intro- 
duce the cells to be cultured into the culture cham- 
ber and recover the cells after culture. 
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